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1. Resumen 

 En las últimas décadas, se le ha dado relevancia a los glicoconjugados de 

la superficie celular porque son clave para entender los procesos biológicos 

involucrados en la activación celular. Los glicoconjugados se han estudiado 

mediante lectinas, las cuales son proteínas que reconocen carbohidratos. En este 

sentido, la lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) específica para el antígeno 

Galβ1,3GalNAcα1,O-Ser/Thr, reconoce una glicoproteína de ~70 kDa sobre la 

superficie de los linfocitos T. Dicha molécula tiene un papel coestimulador que 

promueve la proliferación celular. El objetivo de este trabajo fue identificar a la 

molécula reconocida por ALL y evaluar su función en linfocitos T CD4+ murinos.  

A partir de células provenientes de ganglios linfáticos axiales de ratones BALB/c 

machos de 6-8 semanas de edad, se aislaron linfocitos T CD4+ en un sistema de 

separación negativa mediante anticuerpos conjugados a perlas magnéticas. Los 

linfocitos se estimularon en las siguientes condiciones; con anticuerpos anti-CD3 y 

ALL, anticuerpos anti-CD3 a dosis subóptima, anti-CD3/anti-CD28 y ALL/anti-

CD28 durante 48 h de cultivo. Para identificar la molécula reconocida por ALL, los 

linfocitos T CD4+ se estimularon con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 por 48 h. 

Después del cultivo, se lisaron, se sometieron a electroforesis, Far-western blot  y 

espectrometría de masas. Los linfocitos T CD4+ activados con anticuerpo anti-CD3 

y ALL muestra una proliferación celular incrementada de manera similar a aquellas 

activadas vía anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 a 48 horas de cultivo. Además, ALL 

inducio la producción de IL-4, IL-10, TNF-alfa y TGF-beta en linfocitos T activados 

vía CD3. Respecto a la caracterización de la molécula reconocida por ALL, 
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mediante electroforesis de doble dimensión y far-Western blotting, se demostró 

que ALL reconoce dos proteínas prominentes asociadas a microdominios de 

balsas lipídicas en linfocitos T CD4+ activados con anticuerpos anti-CD3/CD28. 

Por espectrometría de masas, los fragmentos peptídicos de las proteínas 

reconocidas por ALL muestran secuencias con 33% de homología a matricina 

(gi|347839 NCBInr) y 41% de identidad con una proteína sin nombre relacionada a 

moesina (gi|74186081 NCBInr). El análisis por microscopia confocal de linfocitos T 

CD4+ activados vía CD3/CD28 confirma que la tinción por ALL colocaliza con el 

dominio FERM del la molécula moesina sobre la membrana plasmática y en los 

sitios de contacto intercelular. Para corroborar la función coestimuladora de la 

proteína tipo moesina, linfocitos T CD4+ se estimularon con anticuerpos anti-

CD3/anti-moesina, observándose un comportamiento similar a aquellas activadas 

vía CD3/ALL. Nuestros hallazgos sugieren que una O-glicoproteína tipo moesina 

es la molécula reconocida por ALL en las balsas lipídicas, la cual parece participar 

en la inducción de señales coestimuladoras sobre linfocitos T CD4+ murinos, sin 

embargo, se requiere la caracterización total de la(s) molécula(s), así como, 

identificar la ruta de señalización que sigue dicha activación celular para poder 

comprender mejor la activación de linfocitos T y su modulación por moléculas co-

receptoras. 
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2. Abstract 

The Galβ1,3GalNAcα1,O-Ser/Thr specific lectin from Amaranthus 

leucocarpus (ALL) binds a ~70 kDa glycoprotein on murine T cell surface. We 

show that in the absence of antigen presenting cells, murine CD4+ T cells activated 

by an anti-CD3 antibody plus ALL show enhanced cell proliferation similar to cells 

activated via CD3/CD28 at 48 h of culture. Moreover, ALL induced the production 

of IL-4, IL-10, TNF-alpha, and TGF-beta in CD3-activated cells. Proteomic analysis 

using two-dimensional electrophoresis and far-Western blotting, showed that ALL 

recognized two prominent proteins associated to the lipid raft microdomains in 

CD3/CD28-activated CD4+ T cells. By mass spectrometry, the peptide fragments 

from ALL-recognized proteins showed sequences with 33% homology to matricin 

(gi|347839 NCBInr) and 41% identity to an unnamed protein related to moesin 

(gi|74186081 NCBI). Confocal microscopy analysis of CD3/CD28-activated CD4+ T 

cells confirmed that staining by ALL colocalized with anti-moesin FERM domain 

antibody along the plasma membrane and in the intercellular contact sites. Our 

findings suggest that a moesin-like O-glycoprotein is the ALL-recognized molecule 

in lipid rafts, and that this molecule is capable to give costimulatory signals on 

CD4+ T cells. 
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3. Introducción  

Todos los seres vivos están formados por el mismo tipo de macromoléculas 

y éstas rigen cada una de sus funciones. Una de estas macromoléculas, los 

glicanos, tienen la capacidad de formar compuestos mediante uniones covalentes 

de distintos carbohidratos a lípidos o proteínas, llamados glicoconjugados [1]. 

Estos glicoconjugados forman parte de elaborados complejos en la superficie 

celular que son clave para entender diversos procesos biológicos [1]. En este 

sentido, la respuesta inmunológica depende de la interacción de diferentes clases 

de células,  por ejemplo, los linfocitos T presentan en su superficie, moléculas 

como CD4 o CD8, TCR, CD2, CD3, CD28 y CD40L entre otras, mientras que los 

macrófagos, las células de Langerhans y los linfocitos B presentan MHC-I, MHC-II, 

CD1, LFA-3 y CD80/CD86,  y sus interacciones se involucran en los procesos de 

comunicación celular [2-3]. El estudio y caracterización de las moléculas de 

superficie, como las mencionadas anteriormente, permiten un mejor entendimiento 

de los mecanismos involucrados en la cooperación célula con célula [2].  

 

3.1. Dominios lipídicos y moléculas coestimuladoras. 

Las moléculas implicadas en la activación celular se encuentran en 

compartimentos de membrana llamados dominios lipídicos o “lipid rafts” [4]. Los 

dominios lipídicos son regiones pequeñas (10-200 nm de diámetro), heterogéneas 

y muy dinámicas, que presentan un gran contenido de colesterol y 

glicoesfingolípidos [5]. Estos dominios, favorecen la sinapsis inmunológica, 

reorganizando y restringiendo el acceso de proteínas, de tal manera que sólo 

aquéllas ancladas a glicolípidos de la membrana, con dominios transmembranales 
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o proteínas citosólicas aciladas, pueden residir en dichos dominios; sin embargo, 

algunas proteínas integrales quedan excluídas [4-5]. 

En los linfocitos T se ha descrito que algunos de los componentes mayoritarios 

de los dominios lipídicos poseen capacidad coestimuladora [5]. Dentro de las 

principales moléculas se encuentra el miembro de la superfamilia de las 

inmunoglobulinas CD28, el cual se expresa en todos los linfocitos CD4 y 

aproximadamente en el 50% de los linfocitos CD8 [6-7]. La coestimulación de 

CD28 promueve la traslocación de los dominios lipídicos, activando la vía de 

transporte de moléculas de superficie al lugar de la sinapsis inmunológica [7-8]; 

además, induce el movimiento de receptores unidos al citoesqueleto de actina a la 

zona TCR/MHC y produce un aumento de la fosforilación de varias proteínas 

implicadas en la activación celular [9].  

En la actualidad se han identificado una gran variedad de moléculas 

coestimuladoras para los linfocitos T, las cuales, se agrupan por familias y patrón 

de expresión en la tabla 1. La relevancia del estudio de estas moléculas ha 

permitido comprender los mecanismos que conllevan a la activación celular. 
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Familia Molécula Virgen Activada Efector 

CD4+ CD8+ CD4+ CD8+ CD4+ CD8+ 

 

CD28-B7 

[7, 10-15] 

CD28  +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

ICOS/CD278  - - +++ +++ + + 

B7H3 - - +++ +++ ? ? 

PD-1 + + ++ ++ ? ? 

 

 

 

TNF/TNFR 

[16-17]  

CD27/S152  + + ++ ++ + + 

4-1BB/CD137  - - +++ +++ ++ +++ 

OX-40/CD134 + + +++ ++ +  

GITR + + +++ +++ + ? 

CD30 + + ++ ++ + + 

HVEM/CD270 ++ ++ + + ? ? 

LIGHT/CD258 +++ +++ + + ++ ? 

CD40L/CD154  - - +++ + ? ? 

 

CD2 

[18-19] 

CD2/OX34  ++ ++ ? ? ? ? 

CD2R - - ++ ++ ? ? 

SLAM/CD150 + ++ +++ + + + 

 

 

Integrinas 

[20] 

CD11a-CD18/LFA-1 + + ++ ++ +++ ? 

VLA-4/CD29-CD49d + + + ? ? ? 

VLA-5/CD29-CD49e + + ++ + ? ? 

VLA-6/CD29-CD49f + + ++ + ? ? 

ICAM-1 - - ++ ++ ? ? 

 

Tetraspaninas 

[21-22] 

CD9 + + ++ ++ + ? 

CD63/LAMP-3 + + ++ ++ + + 

CD81 + + ++ ++ + + 

CD82 + + ++ ++ ? ? 

TIM  [23] TIM-1 - - ++ ++ -/+ ? 
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Receptor con 

dominio SCRC 

[24-25] 

CD5  + +     

CD6 + + + + + ? 

CD27 + - - - ? ? 

CD70 - - - - + ? 

Otros  

[25- 28] 

CD99 + + ++ ++ ? ? 

CD100 - - + + ? ? 

CD101/V7 + + ++ ++ ? ? 

BTLA/CD272 - - ++ + + ? 

CD40 ? ? + + ? ? 

CD44 + + +++ ++ ? ? 

CD152 - - ++ ++ ? ?  

 Tabla 1. Principales Familias de Moléculas Coestimuladoras en 
Linfocitos T. Expresión: +++ (alta); ++ (media); + (baja); - (nula); ? (desconocida)." 

 

3.2. Glicosilación  

Prácticamente, todas las moléculas de superficie celular están glicosiladas. 

La glicosilación es un proceso pos-traduccional que consiste en la adición 

enzimática de oligosacáridos a proteínas, confiriendo diferentes cualidades 

estructurales y funcionales [29]. La relevancia fisiológica de la glicosilación se 

observa en el correcto plegamiento de proteínas o en la estabilidad ante 

modificaciones físico-químicas del medio. Por otra parte, los carbohidratos 

cumplen funciones importantes en el reconocimiento biológico, por ejemplo  en las 

interacciones de célula con célula y célula con matriz extracelular [29]. Existen 

principalmente 3 tipos de glicosilación de proteínas: 1) la N-glicosilación que 

consiste en la unión de oligosacáridos a la proteína mediante el enlace entre una 
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N-acetilglucosamina (GlcNAc) y un residuo de asparagina; 2) la C-glicosilación 

que es la unión de un residuo de α-manopiranosil con un carbono 2 del grupo indol 

del triptófano vía unión C-C; y 3) la O-glicosilación que es la unión de  

oligosacáridos unidos a proteínas mediante un enlace alfa formado por la N-

acetilgalactosamina (GalNAc) y un residuo de la serina o treonina, por ejemplo, 

GalNAcα1-O-ser/Thr (Fig. 1) [29-30]. Las cadenas de oligosacáridos, están 

constituidas estructuralmente por tres secciones principales: a) el core o región 

donde se encuentran los carbohidratos más cercanos al sitio de unión con la 

cadena peptídica, b) el esqueleto, que determina la longitud de la cadena del 

oligosacárido, y c) la región periférica, donde habitualmente se encuentra 

galactosa, N-acetilgalactosamina y ácido siálico. La primera reacción de la O-

glicosilación (adición de GalNAc a la cadena peptídica) la cataliza una N-

acetilgalactosaminiltransferasa (GalNAc-T), que forman el antígeno Tn (GalNAc-O-

Ser/Thr) [30]. 

 

 
Figura 1. Tipos de enlace de oligosacáridos a proteínas. Enlace tipo O 

donde la N-acetilgalactosamina (GalNAc) se une a residuos de serina o treonina. 
Enlace tipo N, en el cual la N-acetilglucosamina (GlcNAc) se une a un residuo de 
asparagina. Enlace tipo C donde la manosa se une al carbono 2 de un residuo de 
triptofano (C2Man-Trp) [30, modificado]. 
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A partir de esta estructura pueden formarse los diferentes cores, mediante la 

acción de glicosiltransferasas específicas, que actúan de manera secuencial [29]. 

Por ejemplo, el core 1 se sintetiza por la adición de galactosa en enlace β−1,3 a la 

GalNAc del antígeno Tn, mediante la enzima β−1,3 galactosiltransferasa. Esta 

estructura se conoce como antígeno TF o de Thomsen-Friedenreich 

(Galβ−1,3GalNAc-O-Ser/Thr). La adición de N-acetilglucosamina (GlcNAc) 

mediante la acción de otra glicosiltransferasa al core 1 forma el core 2. El core 3 

se forma por la adición de GlcNAc en unión β−1,3 al antígeno Tn. El core 3 se 

convierte en core 4 cuando se le adiciona otra GalNAc [29-31]. Estas 4 estructuras 

de O-glicanos son las que se sintetizan principalmente en las células eucariotas 

(Fig. 2). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Biosíntesis de core en O-glicanos. La reacción inicial de la O-
glicosilación es la adicción de GalNAc a residuos de serina o treonina de una 
proteína. Estas estructuras se pueden modificar por galactosilación, sialilación, 
fucosilación o sulfatación [modificado de la referencia 31]. 
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3.3. Lectinas  

Una de las herramientas útiles para el estudio de las glicoproteínas son las 

lectinas [1, 6]. Las lectinas son proteínas que se unen de forma específica y 

reversible a los carbohidratos, ya sean libres o que formen parte de estructuras 

más complejas [32-33]. La especificidad de unión de las lectinas a su ligandos, es 

comparable con aquélla que presentan los anticuerpos con los antígenos. La 

mayoría de las lectinas contienen al menos 2 sitios de unión, de ahí que su utilidad 

se basa en la propiedad que tienen de combinarse con varios tipos de 

glicoconjugados presentes en las superficies celulares [1, 32-34]. Las lectinas 

están presentes en diversos organismos como virus, bacterias, hongos, plantas, 

así como animales vertebrados superiores [32-34]. Algunas de estas proteínas son 

reconocidas por su capacidad de activar linfocitos y promover su proliferación a 

través de la interacción con residuos sacarídicos presentes en numerosas 

glicoproteínas de membrana, se incluyen aquéllas involucradas en la sinápsis 

inmunológica como es el caso de las sialolectinas [35]. Las interacciones de 

lectinas con carbohidratos, no sólo se hallan involucradas en el fenómeno de 

activación de linfocitos, sino que también juegan un papel fundamental en 

innumerables eventos de la regulación de la fisiología del sistema inmune, como la 

maduración tímica, la migración  linfocitaria y la apoptosis [1-3, 36-37]. Se han 

estudiado lectinas con efecto mitogénico sobre los linfocitos, entre las que se 

destacan las provenientes de Phaseolus vulgaris (PHA), Canavalia ensiformis 

(ConA), Pisum sativum (PSA) y Fitolaca americana (PWM) [2, 38-39]. Las 

interacciones de estas lectinas con células se pueden inhibir en muchos casos por 

monosacáridos, por lo que se ha llegado a la conclusión de que ellas se unen a 
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sacáridos de la superficie celular, lo que ha provisto a los científicos de 

marcadores útiles para emplearlos en técnicas de histoquímica y en la microscopia 

electrónica para estudiar la estructura y función de la membrana plasmática [40]. 

Generalmente se utilizan lectinas conjugadas con fluorocromos [2, 39] y dentro de 

los estudios de membrana, se ha descrito en la literatura el uso de lectinas para 

estudiar cambios estructurales en los glicoconjugados presentes en las superficies 

celulares y en ocasiones de esta forma se pueden detectar cambios morfológicos 

ocurridos, para analizar la distribución subcelular de epítopos y terminales 

glicoproteícas, además para detectar alteraciones en la expresión de moléculas 

presentes en la superficie celular [41]. Además, se emplean en la caracterización e 

identificación de grupos sanguíneos [2, 42]; son excelentes herramientas para el 

estudio de carbohidratos de superficie celular y para la identificación y aislamiento 

de subpoblaciones celulares [6, 42].  
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4. Antecedentes  

La lectina del Amaranthus leucocarpus (ALL) es una glicoproteína dimérica 

de 35kDa específica para el denominado antígeno T (Gal β−1,3GalNAc) presente 

en O-glicanos [43]. En trabajos previos se demostró mediante técnicas 

histoquímicas que ALL posee la capacidad de interactuar específicamente con 

timocitos presentes en la zona corticomedular y medula tímica [36], mientras que 

las células reconocidas por la lectina Arachis hypogaea (PNA) también reconocen 

específicamente la estructura Gal β−1,3GalNAc, se encuentran distribuidas 

básicamente en la corteza tímica [36]. ALL reconoce en médula tímica de ratón 

una población de linfocitos que son predominantemente CD4+, mientras que los 

linfocitos CD8+ identificados se presentan en menor proporción (aproximadamente 

11%), evidenciando así la etapa de maduración en las que se encuentran las 

poblaciones celulares [36-37]. Así mismo se detectaron células dendríticas ALL+, 

que interactúan principalmente con los timocitos CD4+ [36].  

Otros estudios han demostrado que la ALL reconoce macrófagos no 

activados y la expresión de la molécula reconocida por ALL depende del estado de 

activación del macrófago [38]. Todos los macrófagos ALL+ son Mac-, se sabe que 

Mac 2 (Galectina-3) pertenece a la familia de las galectinas, las cuales son 

moléculas que aumentan proporcionalmente su expresión con la activación 

celular. La interacción de ALL con el macrófago disminuye con su estado de 

activación [38]. Estudios bioquímicos revelaron que el receptor de ALL es una 

glicoproteína de 70kDa el cual, podría jugar un papel importante en los 

mecanismos de activación de macrófagos [38]. 
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El aislamiento de la molécula detectada por la ALL mediante cromatografía de 

afinidad reveló que la glicoproteína presenta un peso molecular de 70 kDa, que no 

coincide con el peso molecular de los diferentes ligandos que reconoce la lectina 

PNA [44]. La molécula reconocida por la ALL presenta una composición de 20% 

de carbohidratos, principalmente GalNAc y Galactosa. La composición de 

aminoácidos reveló que la mayoría de los residuos corresponden a serinas, lo cual 

es común de las proteínas O-glicosiladas [45].  La caracterización por MALDI-TOF 

(matrix assisted laser desorption ionization-time of flight) de la molécula 

reconocida por ALL proveniente de timocitos de ratón indican mediante 

comparación con la base de datos NCBInr (Swiss-Prot) que no existe homología 

significativa con otras proteínas ya descritas, lo que sugiere que este receptor sea 

considerado como una molécula de membrana no descrita [45]. 

Por citometría de flujo se ha demostrado que ALL puede unirse a linfocitos 

T CD4+ y CD8+ de circulación sanguínea, de bazo y de ganglios axiales; 

observándose que casi todos los linfocitos T CD8+ (88-95%) expresan la molécula 

reconocida por ALL, mientras que la mayoría de los linfocitos T CD4+ no expresan 

a la molécula reconocida por ALL y quienes lo presentan (12-40%) es en menor 

densidad que los CD8+ [44]. A las 72h de cultivo el estímulo mitogénico ConA, 

induce un decremento en el número de linfocitos T CD8+ ALL+, mientras que a las 

24h de cultivo induce un incremento máximo en el número de los linfocitos T 

CD4+ALL+, seguido por un rápido decremento después de las 48h de cultivo. Esta 

glicoproteína pareciera que se expresa de manera selectiva en los linfocitos T 

CD8+ en reposo, y en los primeros estadios de activación de los linfocitos T CD4+. 
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La activación en el co-cultivo de los linfocitos T CD4+ ALL- con células CD3- y 

ConA en un cultivo de 72h, mostró que la expresión de la molécula reconocida por  

ALL es equivalente al encontrado en linfocitos T CD4+ de cultivos totales. Sin 

embargo, el máximo grado de unión de la ALL sobre linfocitos T en el co-cultivo 

fue a las 48h, a diferencia de las 24h en el cultivo de linfocitos T CD4+ de cultivos 

de células linfoides de ganglio linfático [46]. Posteriormente, se evaluó la 

proliferación celular, observándose el mayor porcentaje de linfocitos T CD4+ALL+ 

(65.59%) se presenta cuando las células linfoides de ganglio se cultivaron durante 

72h. Sin embargo, en el cultivo de los linfocitos TCD4+ purificados, se observó que 

el máximo porcentaje de linfocitos ALL+ fue de 8.41% a las 24h de cultivo. 

Asimismo, en la activación por medio de anticuerpos anti-CD3s en células linfoides 

de ganglio linfático hubo un reconocimiento máximo 44.86% de linfocitos T CD4+ a 

las 24 horas de cultivo; mientras que la activación de linfocitos T CD4+ purificados 

presentó un reconocimiento máximo de 19.2% por ALL. Con el uso de anticuerpos 

anti-CD3 inmovilizado en placa se determinó que el porcentaje máximo de 

linfocitos T CD4+ ALL+ en células linfoides de ganglio linfático fue de 50.18% a las 

48h de cultivo, mientras que en los linfocitos T CD4+ purificados el porcentaje de 

células que expresan el receptor de ALL fue máximo de 18.25% a las 24h de 

cultivo, lo que sugiere que la expresión de la glicoproteína reconocida por la 

lectina de Amaranthus leucocarpus en los linfocitos T CD4+ depende de la 

activación de otras poblaciones celulares [47]. Por otra parte, las células totales de 

órganos linfoides murinos estimulados con anticuerpo anti-CD3 en presencia de 

ALL, muestran un incremento en la proliferación de los linfocitos T [48]; sin 

embargo, para confirmar el papel coestimulador de ALL, se requieren análisis en 
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ausencia de otras poblaciones celulares como las células presentadoras de 

antígeno. Por lo tanto, consideramos que identificar los componentes celulares y 

moleculares que están involucrados en la activación celular y determinar la 

secuencia de eventos bioquímicos que ocurren después del reconocimiento del 

antígeno son de gran importancia.  
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5. Hipótesis 

La lectina Amaranthus leucocarpus reconoce una molécula que promueve 

la proliferación celular en linfocitos T CD4+ murinos.  
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6. Objetivos 

6.1. Objetivo general 

Identificar a la molécula reconocida por la lectina de Amaranthus 

leucocarpus y evaluar su función en linfocitos T CD4+ murinos. 

 

 

6.2. Objetivos particulares 

1. Demostrar que la molécula reconocida por la lectina de Amaranthus 

leucocarpus (ALL) en linfocitos T CD4+ tiene función coestimuladora. 

 

2. Evaluar la producción de citocinas solubles e intracelulares de linfocitos 

T CD4+ coestimulados por ALL. 

 

3. Desorganizar y aislar dominios lipídicos de membrana en linfocitos T 

CD4+. 

 

4. Identificar a la molécula reconocida por la lectina de Amaranthus 

leucocarpus (ALL) en linfocitos T CD4+. 

 

5. Demostrar mediante microscopia confocal la colocalización de ALL y el 

dominio FERM de la proteína moesina. 
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7. Material y Métodos 

7.1. Ratones 

Ratones machos BALB/c de 6 a 8 semanas de edad se obtuvieron del 

bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) y/o de la 

Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), 

México. 

 

7.2. Reactivos y anticuerpos 

La lectina proveniente de las semillas de Amaranthus leucocarpus (ALL) se 

purificó mediante cromatografía de afinidad utilizando estroma de eritrocitos 

humanos tipo O [49] y se acopló con éster de N-hidroxisuccinimida de biotina para 

obtener el conjugado ALL-B. El medio de cultivo RPMI-1640 y el colorante azul 

tripano se adquirieron de Sigma (St. Louis, MO, USA). La estreptavidina-

isotiocianato de fluoresceína (FITC), estreptavidina-CyChrome (Cy-Chr), los 

anticuerpos monoclonales anti-CD4-ficoeritrina (PE), anti-CD3-CyChrome (CyChr), 

anti-CD3 y anti-CD28 se adquirieron en PharMigen (San Diego, CA, USA). Las 

perlas magnéticas para aislamiento de la subpoblación de linfocitos T CD4+ se 

obtuvieron de Miltenyi Biotec (Auburn, CA, USA). El carboxifluorescein succimidil 

ester (CFSE) se adquirió en Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). 

 

7.3. Obtención de linfocitos T CD4+ purificados 

Se adquirieron las células totales provenientes de ganglios linfáticos axiales 

y se suspendieron en medio de cultivo RPMI-1640 sin suplementar. Los linfocitos 

T CD4+ se purificaron a partir de la incubación con una mezcla de anticuerpos 



 

19""
"

contra CD11b, CD8a, CD45R (B220), DX5 y Ter-119, los cuales estaban 

acoplados a perlas magnéticas y en una segunda etapa se pasaron a una 

columna unida a una placa magnética, se eluyó la fracción positiva para la 

molécula CD4 (selección negativa). Se determinó el número y viabilidad de las 

células mediante el colorante de exclusión azul de tripano al 0.2% y se evaluó el 

porcentaje de pureza mediante citometría de flujo a través de anticuerpos anti-

CD4-PE (1:100) y/o anti-CD3-Cychr (1:100). Se utilizaron suspensiones celulares 

con >95% de viabilidad y pureza. Se realizaron 3 experimentos independientes. 

 

7.4. Cultivo celular, activación y proliferación de linfocitos T CD4+. 

Los linfocitos T CD4+ se incubaron 15 min con CFSE a 5mM, a temperatura 

ambiente en agitación constante y en la oscuridad. Enseguida, se agregaron 8 mL 

de medio de cultivo RPMI-1640 con 10% de suero fetal de ternera inactivado con 

calor, descartándose el sobrenadante. Los linfocitos T CD4+ (2x105) se colocaron 

en una placa de 96 pozos con medio RPMI-1640 suplementado (suero fetal al 

10%, 1% de L-glutamina, 100U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina y 

50 mM de 2-mercaptoetanol) activando en las siguientes condiciones: anticuerpos 

anti-CD3, anti-CD3/ALL y/o ALL a diversas concentraciones (0.1, 1 y 5 µg/mL para 

anti-CD3 así como 5, 10 15 y 20 mg/mL para ALL) durante 48 h a 37ºC en 

atmósfera de CO2 al 5%. La activación con anticuerpo anti-CD3 inmovilizado se 

realizó de la siguiente manera: las concentraciones se ajustaron a 50 µl de 

volumen final, los cuales se colocaron en la placa de 96 pozos y se incubó durante 

2 hrs a 37ºC en atmósfera de CO2 al 5%; posteriormente, se realizaron 2 lavados y 
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prosiguió con el cultivo celular. Después de obtener la concentración óptima de los 

diferentes estímulos, los linfocitos se incubaron a diferentes tiempos: 24, 48, 72 y 

96 h de cultivo,  con los anticuerpos anti-CD3, anti-CD3/CD28, anti-CD28, anti-

CD3/ALL y/o anti-CD28/ALL. En los cultivos, se incluyeron células no tratadas con 

CFSE como control y células tratadas con CFSE sin estimulo. Posteriormente las 

células recuperadas del cultivo se lavaron con PBA (PBS conteniendo azida de 

sodio al 0.2% y albúmina bovina al 0.2%, pH 7.3) y se incubaron con anticuerpos 

anti-CD4-PE y/o anti-CD3-CyChr durante 15 min. Todas las incubaciones se 

realizaron a 4°C. 

 

7.5. Cultivo celular, activación y desorganización de las balsas lipídicas en 

los linfocitos T CD4+. 

 Los linfocitos T CD4+ (2x105)  se colocaron en una placa de 96 pozos con 

medio RPMI-1640 suplementado [(suero fetal al 10%, 1% de L-glutamina, 

penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 µg/mL), 10 mM HEPES y 50 mM de 2-

mercaptoetanol)] a 37ºC en atmósfera de CO2 al 5% durante 48h en presencia de 

anticuerpos anti-CD3, anti-CD3/CD28 y anti-CD3/ALL. Los linfocitos T CD4+ sin 

estimulo y/o activados provenientes de cultivo, se lavaron con PBA y 

posteriormente se incubaron 30 min a 37°C con 10mM de metil-β-ciclodextrina 

(MβCD) adquirido en Sigma (St. Louis, MO). Finalmente, se realizó un segundo 

lavado con PBA y se incubaron los linfocitos T CD4+ con ALL y anticuerpos anti-

CD4-PE y/o anti-CD3-CyChr durante 15 min. Las incubaciones se realizaron a 4°C. 

El análisis se realizó en un citómetro FACS-Excalibur de Becton & Dickinson 
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(Mountain View, CA) con el programa Cellquest para verificar la población celular 

que se encuentra en proliferación. En todos los experimentos se adquirieron al 

menos 104 eventos y se analizaron las regiones correspondientes a los linfocitos 

de acuerdo a su tamaño y granularidad.   

 

7.6. Evaluación de los transcritos (ARNm)  de las citocinas. 

 Los linfocitos T CD4+ (5 × 106) activados con 1 µg/mL de anticuerpo anti-

CD3 inmovilizado y 1 µg/mL de anticuerpo anti-CD28 o con 1 µg/mL de anticuerpo 

anti-CD3 y 5 µg/mL ALL (concentraciones óptimas) durante 48 h de cultivo, se 

utilizaron para evaluar los transcritos (ARNm) de las citocinas. Las células se 

lavaron en PBS estéril, y el ARN total se aisló usando un kit mini RNeasy 

siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen). La cuantificación se realizó en 

un espectrofotómetro a 260 nm. Como control se utilizaron células no activadas.  

Se utilizó el sistema Omniscript RT y 1 µg de muestra para realizar la transcripción 

inversa, el ADNc (1 µg) resultante se utilizó para amplificar mediante la Reacción 

de Cadena de la polimerasa (PCR) los genes de IL-2, IL-4, IL-10, TNF-α, IFN-γ y 

TGF-β. Cada muestra de ADNc se amplificó por duplicado como se describe [50]; 

los conjuntos de las sondas o “primers”, así como, la concentración de ADNc se 

calibraron con un número de ciclos para obtener los amplicones en la fase lineal. 

Se utilizaron las secuencias específicas de los primers para los genes: (IL-2) en el 

sentido 5' ATG TAC AGC ATG CAG CTC GCA TC 3', antisentido 5' GGC TTG 

TTG AGA TGA TGC TTT GAC A 3'; (IL-4) sentido 5' ACA GGA GAA GGG CGC 

CAT 3', antisentido 5' GAA GCC CTA CAG ACG AGC TCA 3'; (IL-10) sentido 5' 
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ATG CAG GAC TTT AAG GGT TAC TTG GGT T 3', antisentido 5’ ATT TCG GAG 

AGA GGT ACA AAC GAG GTT GTT T 3'; (TNF-α) sentido 5' ATG AGC ACA GAA 

AGC ATG ATC CGC 3', antisentido 5' CCA AAG TAG ACC TGC CCG GAC TC 3'; 

(IFN-g) sentido 5' GAA AGC CTA GAA AGT CTG AAT AAC T 3', antisentido 5' 

ATC AGC AGC GAC TCC TTT TCG GCT T 3'; (TGF-β) sentido 5' GAC CGC AAC 

AAC GCC ATC TA 3', antisentido 5' GGC GTA TCA GTG GGG GTC AG 3' and (β-

actina) sentido 5' GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA 3’, antisentido 5' CTC TTT 

GAT GTC ACG CAC GAT TTC 3' [50]. Las reacciones de la PCR contenían, en un 

volumen final de 20 µL, 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, pH 8.3; 0.1 mg/mL gelatina, 2 

mM MgCl2, 100 nM de cada primer, 200 mM de dNTPs y 0.5 U de ampli-Taq 

polimerasa/75 ng de ADNc. Después de 29–36 ciclos, los productos de la PCR 

aislados en geles de acrilamida al 10% se tiñeron con bromuro de etidio y la 

cuantificación se realizó en un UV-fotodocumentador con ayuda del programa 

Carestream molecular Imaging V5.0.2.30. La cantidad de ARNm de cada citocina 

se ajustó a la cantidad de ARNm de la β-actina (control). El análisis se realizó por 

densitometría de barrido y se expresó como unidades arbitrarias.  

 

7.7. Producción de citocinas solubles e intracelulares.  

Para evaluar la producción de citocinas solubles, linfocitos T CD4+ se 

activaron con anticuerpos anti-CD3/CD28, anti-CD3/ALL o con 1:1 µg/mL de 

anticuerpos anti-CD3 inmovilizado/anti-moesina durante 48h de cultivo. 

Posteriormente, se utilizaron 25 mL del sobrenadante para la medición de IL-2, IL-

4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-gama y TNF se utilizó un sistema comercial cytometric 
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bead array (CBA) siguiendo las instrucciones del fabricante (BD Biosciences).  El 

análisis se realizó con un citómetro de flujo utilizando el  programa FCAP Array 

versión 3.0.19.2091. Los límites de detección de los CBA fueron los siguientes: IL-

2, 0.1 pg/mL; IL-4, 0.03 pg/mL; IL-6, 1.4 pg/mL; IFN-g, 0.5 pg/ mL; TNF, 0.9 pg/ 

mL; IL-17A, 0.8 pg/ mL e IL-10, 16.8 pg/mL.  

Para la detección de citocinas intracelulares, las células se activaron como se ha 

descrito anteriormente y cuatro horas antes de finalizar el periodo de incubación, 

se adicionó brefeldina-A (1 mg/mL). Posteriormente, las células se cosecharon, se 

lavaron con PBS-BSA y se fijaron con p-formaldehido al 4% en PBS durante 10 

min. Adicionalmente, las células se lavaron 2 veces con PBS y se permeabilizaron 

utilizando un amortiguador PBS, 0.1% saponina, 0.01% IgG de cerdo, 10 mM 

HEPES y 10% BSA, durante 10 min. Después de la permeabilización, las células 

se incubaron durante 30 min con los siguientes anticuerpos acoplados a 

fluorocromos: IL-2, IL-4, IL-10, TNF, IFN-gama, y TGF-beta. Finalmente, las 

células se lavaron con PBS, 0.1% saponina, 100 mM HEPES y 10% BSA, seguido 

de un lavado con amortiguador PBS-BSA. Todas las incubaciones se realizaron a 

4 º C y el análisis se llevó a cabo por citometría de flujo. 

 

7.8. Obtención de la muestra proteica. 

Para la obtención de la muestra proteica, los LT CD4+ se ajustaron a 1x108 

y se realizó un lisado mecánico en presencia de solución amortiguadora de lisis 

(10% Triton X-100, 2M Tris-HCl pH 7.5, 0.25M EDTA pH 8, y 1M NaCl) e 

inhibidores de proteasas (Mini complete Roche Diagnostics GMBH, Mannheim, 
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Germany).   

 

7.9. Purificación de dominios lipídicos.  

Los dominios lipídicos se obtuvieron mediante el procedimiento descrito [51]. 

Esta técnica se modificó para ajustarla a los volúmenes necesarios para la 

ultracentrifugación. Por lo tanto, la muestra proteica se centrifugó a 17,949 xg 

durante 10 minutos a 4ºC. Al sobrenadante obtenido se le adicionó regulador base 

TEN (2M Tris-HCl pH 7.5, 0.25M EDTA pH 8, y 1M NaCl) y OptiPrep 60% (Sigma, 

St. Louis, MO), obteniendo así una solución al 40% de OptiPrep, el cual, se 

transfirió a un tubo de ultracentrifugación de 13x51mm Beckman (Palo Alto, CA) 

para posteriormente, formar un gradiente al 0, 5, 30 y 40% de OptiPrep. El 

gradiente se centrifugó a 201,000 xg en un rotor TLS55 de ángulo móvil (Beckman) 

durante 2h a 4ºC. Finalmente, se recuperaron 7 fracciones de 340 mL cada una, 

empezando la recuperación por la concentración al 0% (parte superior del 

gradiente, fracciones 1-7). 

 

7.10. Cuantificación proteica mediante el método de Lowry para volúmenes 

pequeños.  

La cuantificación de la concentración proteica se realizó 

espectrofotométricamente, utilizando el  método de Lowry (DC protein assay kit 

500-0116) de Bio-Rad (CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Como 

proteína estándar se utilizó 1mg/ml de albúmina sérica bovina (BSA). 
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7.11. Identificación de la molécula reconocida por la lectina de Amaranthus 

leucocarpus, mediante electroforesis de poliacrilamida (SDS-PAGE).  

Las muestras proteicas (10-30µg) se suspendieron en solución 

amortiguadora de muestra (Tris 62,5 mM, glicerol 25% v/v, SDS 2% p/v, 2-

mercaptoetanol 5% v/v y azul de bromofenol 0,01% p/v, pH 6,8. Laemmli simple 

amortiguador) de Bio-Rad (CA, USA) se sometieron a electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 10% [52]. Se utilizaron marcadores de peso molecular (precision 

plus protein standars, Kaleidoscope) de amplio rango 10-250kD (BioRad). Las 

condiciones de corrimiento electroforético fueron 100V/1.5 h en una cámara mini-

PROTEAN (BioRad). Una vez terminada la electroforesis, los geles se tiñeron con 

azul de Coomassie, o bien se sometieron a electrotransferencia e 

inmunodetección (técnica de Far-Western blot). 

 

7.12. Identificación de la molécula reconocida por la lectina de Amaranthus 

leucocarpus, mediante electroforesis de doble dimensión. 

La primera dimensión se realizó en tiras de poliacrilamida de 7cm 

(Immobiline DryStrip, pH 3-10, GE Healthcare), que se hidrataron en una solución 

de rehidratación (8M urea, 0.5% CHAPS p/v, 2% anfolinas IPG-buffer pH 3-10 v/v, 

40mM DTT, 2M Tiourea y 0.002% de azul bromofenol) de GE Healthcare 

(Connecticut, USA), 18 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizó el 

isoelectroenfoque de las muestras proteicas (100-500mg) en un sistema Ettan 

IPGphor (Biorad) de acuerdo a los métodos estándares [53]. Finalizado el 
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isoelectroenfoque, las tiras se equilibraron 15min en una solución de equilibrio-

DTT (2% SDS, 50mM Tris-HCl pH 8.8, 6M Urea, 30% v/v glicerol, 0.002% de azul 

bromofenol y 100mg DTT), seguida por una incubación de 15min en una solución 

de equilibrio-IAA (2% SDS, 50mM Tris-HCl pH 8.8, 6M Urea, 30% v/v glicerol, 

0.002% de azul bromofenol y 250mg IAA). Finalmente, para la segunda dimensión, 

se colocaron las tiras sobre un gel de SDS al 7.5% en una cámara mini-PROTEAN 

(BioRad) a 100V/1.5 h. Una vez terminada la electroforesis, los geles se tiñeron 

con azul de Coomassie, finalmente, se llevo a cabo, la electrotransferencia e 

inmunodetección o la espectrometría de masas. 

 

7.13. Electrotransferencia e Inmunodetección.  

Las proteínas separadas mediante electroforesis se transfirieron a papel 

PVDF (Immobilon; Millipore, USA) de acuerdo a los métodos estándares [52, 54]. 

La membrana se lavó con metanol durante 30 seg para activarla y luego se colocó 

en solución amortiguadora de transferencia (Tris base 50 mM, glicina 384 mM y 

40% de metanol) al igual que el papel filtro para equilibrar el sistema, así 

permanecieron hasta el momento de la transferencia. Una vez concluida la 

electroforesis, el gel también se equilibró en amortiguador de transferencia durante 

15min. Las condiciones fueron 15V/1.15 h en una cámara de transferencia 

semiseca (Trans blot, BioRad Laboratoires). Concluida la transferencia, la 

membrana de nitrocelulosa se incubó en amortiguador Tris salino-Tween 20 0.1% 

(TBS-Tw) (Tris base 20 mM, NaCl 370 mM. pH 7.6/Tween 20 al 0.1%) con BSA al 

3% durante toda la noche a 4°C o bien 2 h a 37°C para evitar reacciones 

inespecíficas, luego se realizaron lavados con TBS-Tw. Una vez bloqueada la 
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membrana, ésta se incubó con la lectina Amaranthus leucocarpus biotinada (ALL-

B) o con la subunidad β de la toxina de cólera biotinada (SβTC) (Sigma Aldrich, 

USA) en TBS-Tw durante toda la noche a 4°C y posteriormente 2 h a 37°C [55]. Al 

término de la incubación se realizaron varios lavados con TBS-Tw. Luego se 

realizó una segunda incubación con un conjugado de estreptavidina-peroxidasa 

(Sigma Chem. Co. St. Louis MO)/TBS pH 76, dilución 1:5000, durante 1 h en 

oscuridad a 37°C en agitación suave. Finalmente se realizaron varios lavados con 

TBS-Tw. La detección se realizó con un kit para quimioluminiscencia (ECL 

Amersham) se siguieron las instrucciones del fabricante, sobre película para 

autorradiografía (Kodak Biomax MR, Kodak Company). 

 

7.14. Espectrometría de masas y comparación de péptidos.  

Las proteínas obtenidas por el aislamiento de la electroforesis de doble 

dimensión, fueron extraídos manualmente y congelados a -70 ° C hasta su uso. 

Para el análisis de MALDI-TOF, los puntos proteicos fueron desteñidos, reducidos, 

alquilatados y digeridos con tripsina; además, se desalaron usando una punta C18 

ZipTip (milipore). El espectro de masas se realizó en un Autoflex (Bruker Daltonics) 

operado modo reflectrón. Los espectros se calibraron manualmente usando 

péptidos de calibración estándar, mientras que para el análisis de la mezcla de 

péptidos se utilizó una solución saturada de ácido alfa-ciano-4-hidroxicinámico 

(HCCA) en acetronilo 50%/ ácido trifluoroacético 0.1%. Se generó la lista de 

masas de los péptidos trípticos y se compararon en la base de datos NCBInr 

20111022, utilizando los motores de búsqueda de Mascot 
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(http://www.matrixscience.com/). Este apartado se realizó en colaboración con el 

Dr. Guillermo Mendoza Hernández del Laboratorio de Proteínas y Péptidos de la 

Facultad de Medicina-UNAM. 

 

7.15. Microscopía Confocal.  

Linfocitos T CD4+ (2 × 106) se incubaron en placas de 8 pozos de cultivo 

tratados con poli-L-lisina (BD Falcon, San Diego, CA) y se activaron con anti-

CD3/anti-CD28 durante 48 h. Después de remover el sobrenadante, las células 

con o sin tratamiento de p-formaldehido al 1% (por 5 min), se lavaron dos veces 

en PBS. Posteriormente, se incubaron con BSA al 1% durante 20 min, se lavaron 

y se incubaron en cámara húmeda con ALL-biotina (15 µg/mL) por 2 h, seguido 

por una incubación con streptavidina-FITC o bien las células se incubaron con el 

anticuerpo conejo contra el dominio FERM de la moesina seguido por una 

incubación con un anticuerpo conjugado al fluorocromo Alexa Fluor 546 preparado 

en burro y que reconoce a la IgG de conejo.  Finalmente, las células se lavaron 

con PBS y los portaobjetos se trataron con medio de montaje Vectashield 

(conteniendo colorante DAPI) en una dilución 1:3 en PBS. Como control se 

utilizaron células incubadas con streptavidina-FITC o con el anticuerpo secundario 

Alexa Fluor 546. Para los ensayos de colocalización, las células se fijaron con p-

formaldehido al 1% y se visualizaron en un microscopio equipado con un sistema 

confocal ApoTome.2 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) se utilizó el objetivo de 

63x/1. Las imágenes digitales se procesaron con el programa AxioVision, basado 
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en la versión 4.8.2 SP1 (Carl Zeiss, Jena, Germany). Las imágenes se tomaron 

bajo la misma exposición, magnificación e intensificación.  

 

7.16. Análisis estadístico. 

El análisis estadístico se realizó con los programas Graphpad Prism 5 (La 

Jolla, CA) y Origin 8.5.1 sr2 (Northampton, UK). Para la distribución de la 

población se utilizó la prueba Shapiro-Wilk y la prueba t-Student se utilizó para 

comparar las variables se distribuyeron simétricamente. Los valores se muestran 

como media ± desviación estándar (SD). La comparación de los grupos, se realizó 

con un análisis de varianza seguido por la prueba de comparación múltiple de 

Bonferroni’s. Los valores se consideraron estadísticamente significativos a P < 

0.05. 

"
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8. Resultados  

8.1. Pureza de linfocitos T CD4+ murinos. 

A partir de células linfoides de ganglio de ratón, se obtuvieron linfocitos T 

CD4+ purificados mediante selección negativa. Esta población se analizó en una 

gráfica de tamaño vs granularidad celular (Fig. 3a) delimitándola como región 1 

(R1). Las células de la R1 se analizaron en relación a la autofluorescencia y a la 

reacción inespecífica de anticuerpos del mismo isotipo para constituir los controles 

negativos (Fig. 3b). Con respecto a las células incubadas con anticuerpos anti-

CD3 y anti-CD4, la Fig. 3c muestra tres gráficas de las células que corresponden a 

linfocitos CD4+, CD3+ y CD3+CD4+ que presentaron una pureza del 98%.  En 

todos los casos se realizaron 3 experimentos independientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. El porcentaje de pureza de linfocitos T CD4+ fue mayor al 98%. 
Linfocitos T CD4+ se analizaron mediante citometría de flujo. a) Gráfica 
correspondiente al tamaño vs granularidad celular para obtener la región 1 (R1), la 
cual fue analizada en: b) Gráfica de fluorescencias (FL-1 vs FL-2) que muestra el 
control negativo y el control de isotipo; c) Gráficas de FL1 vs FL2, mostrando 
células CD4+, CD3+ y CD3+CD4+, n=3. 
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8.2. Cinética de proliferación de linfocitos T CD4+ estimulados con diferentes 

concentraciones de anticuerpo anti-CD3, anti-CD3/ALL y ALL.  

La siguiente meta fue determinar la concentración óptima del estimulo para 

inducir proliferación celular, para lograrlo se utilizaron diferentes concentraciones 

de anticuerpos anti-CD3, anti-CD3/ALL y/o ALL en cultivo de 48 h. En todos los 

casos se analizaron las células correspondientes a la región de linfocitos en 

proliferación de acuerdo a su tamaño y granularidad. En la figura 4 se ejemplifica 

mediante histogramas el incremento en el porcentaje de linfocitos que proliferaron 

en respuesta a concentraciones crecientes de los estímulos mencionados. En el 

caso de las células estimuladas con 20 µg/mL de ALL no se observó proliferación. 

En las columnas 1 y 2 de izquierda a derecha se muestran las gráficas 

correspondientes a células sin estimular así como las estimuladas con 20 µg/mL 

de ALL, mientras que el porcentaje máximo de proliferación con 0.1, 1 y 5 µg/mL 

de anticuerpo anti-CD3 fue de 10.7 ± 0.42, 39.53 ± 0.57 y 42.03 ± 0.95, 

respectivamente. Por lo tanto la dosis óptima de estimulación fue de 1 µg/mL de 

anticuerpo anti-CD3 inmovilizado en placa. Con respecto, a los linfocitos T CD4+ 

coestimulados con anticuerpo anti-CD3/ALL en relación a 1/5 µg/mL, 5/10 µg/mL, 

1/15 µg/mL y 1/20 µg/mL, el porcentaje máximo de proliferación fue de 69.1 ± 0.85, 

69.9 ± 0.6, 70.3 ± 0.75, 64.9 ± 0.7, respectivamente (Fig. 4 columnas 5 a 7 de 

izquierda a derecha). Por lo tanto, el porcentaje óptimo de proliferación celular con 

anticuerpo anti-CD3 plus ALL fue con 1/5 µg/mL (Fig. 4 columna 4). En la figura 5 

se muestra una gráfica de porcentaje de linfocitos T CD4+ en proliferación contra 

anticuerpos anti-CD3 en coestimulación a diferentes concentraciones de ALL. Se 
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observa que las células estimuladas con anticuerpo anti-CD3 (1 y 5 µg/mL) en 

combinación con ALL (5 µg/mL) mostraron de manera significativa mayor 

porcentaje de proliferación que las células estimuladas solamente con anticuerpo 

anti-CD3 (p= 0.03). Asimismo, se detectó un porcentaje similar de proliferación 

entre las células estimuladas con anticuerpo anti-CD3 (1 y 5 µg/mL) y las 

diferentes concentraciones de ALL (5, 10, 15 y 20 µg/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Los linfocitos T CD4+ proliferan en respuesta a los 
anticuerpos anti-CD3 con la coestimulación de ALL. Análisis mediante 
citometría de flujo de células después de cultivo de 48 h. Histogramas de 
proliferación celular donde las columnas de izquierda a derecha muestran: células 
sin estimulo, células estimuladas con 20 µg/mL de ALL, con 0.1, 1 y 5 µg/mL de 
anticuerpo anti-CD3 solamente (tercera columna), seguido por células 
coestimuladas con 5, 10, 15 y 20 µg/mL de ALL, n=3.  
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Figura 5. La molécula reconocida por ALL coestimula la proliferación 
de linfocitos T CD4+. Linfocitos T CD4+ proliferan en respuesta a la estimulación 
con anticuerpo anti-CD3/ALL. La gráfica representa la media ± SD de 3 
experimentos independientes. * p= 0.03.  
 

 

8.3. Cinética de proliferación de linfocitos T CD4+ a diferentes tiempos y 

estímulos.  

El siguiente paso a realizar fue la cinética de tiempo para evaluar la 

proliferación de linfocitos T CD4+ activados con anti-CD3, anti-CD3/CD28, anti-
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CD28, anti-CD3/ALL o anti-CD28/ALL. Los resultados se analizaron por 

microscopia electrónica y citometría de flujo. Por microscopia se observó que los 

cultivos celulares coestimulados con anticuerpos anti-CD3/CD28 y los 

coestimulados con anticuerpos anti-CD3/ALL presentaron aglutinaciones celulares 

típicas de activación a partir de las 48 h de cultivo (Fig. 6). El análisis de las 

mediciones en pixel del área ocupada por las aglutinaciones de las células 

activadas con anticuerpos anti-CD3/CD28 y anti-CD3/ALL se observa en la figura 

6c. Por citometría de flujo, se evaluaron los porcentajes de proliferación de 

linfocitos T CD4+ activados a las 24, 48, 72 y 96 h con anticuerpos anti-CD3, anti-

CD3/CD28, anti-CD28, anti-CD3/ALL, solamente ALL y anti-CD28/ALL. En la 

figura 7 se muestran los histogramas de células activadas en las condiciones 

mencionadas. Como se esperaba, las células estimuladas con anti-CD3/ALL 

(54.83 ± 1.98) presentaron un porcentaje de proliferación similar al observado por 

anti-CD3/CD28 (63.6 ± 8.11) (columnas 5 y 3, de izquierda a derecha). Los 

controles fueron: células sin estimulo, activadas con anti-CD28, ALL y anti-

CD28/ALL (columnas 1, 4, 6 y 7, de izquierda a derecha). La columna 2 

corresponde a células activadas con anti-CD3, el cual fue menor al porcentaje de 

proliferación (28.36 ± 0.67) observado con aquellas células coestimuladas. En la 

tabla 2 se observa el análisis comparativo del índice de división y proliferación de 

los linfocitos T CD4+ estimulados bajo las condiciones mencionadas, 

sugiriéndonos la función coestimuladora de la molécula reconocida por ALL. Se 

realizó la gráfica de los porcentajes de proliferación celular con respecto al tiempo. 

En la figura 8 se muestra la diferencia estadística entre linfocitos activados con 

anti-CD3 en comparación con aquellos coestimulados con CD3/ALL (p=0.018). 
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Cabe mencionar que observamos un comportamiento paralelo de las células 

coestimuladas con anti-CD3/ALL y anti-CD3/CD28 en todos los tiempos. 

       

 

 
Figura 6. Imágenes representativas de la activación de linfocitos T 

CD4+ mediante diferentes estímulos. Linfocitos T CD4+ fueron estimulados 
durante el cultivo con anticuerpos anti-CD3, anti-CD3/CD28, anti-CD28, anti-
CD3/ALL o anti-CD28/ALL. a) células sin estimulo. b) de izquierda a derecha: 
células estimuladas con: 1µg/mL de anticuerpo anti-CD3; 1/1µg/mL de anti-
CD3/CD28, 1µg/mL de anti-CD28, 1/5µg/mL de anti-CD3/ALL, 5µg/mL de ALL y 
1/5µg/mL de anti-CD28/ALL a las 48 h de cultivo. Las flechas indican la 
aglutinación celular típica de células activadas, n=3. c) Análisis de las mediciones 
en pixel del área ocupada por las aglutinaciones de las células activadas con 
anticuerpos anti-CD3/CD28 y anti-CD3/ALL. 

a) 

b) 

c) 
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 Figura 7. La molécula reconocida por ALL genera coestimulación 
comparable a la obtenida por el anticuerpo anti-CD28. Análisis mediante 
citometría de flujo, Histogramas de proliferación celular  de linfocitos T CD4+; las 
columnas de izquierda a derecha muestran células sin estimulo y células 
estimuladas: con anticuerpos anti-CD3, anti-CD3/CD28, anti-CD28, anti-CD3/ALL, 
ALL y anti-CD28/ALL durante 24 h (panel superior), 48 h (panel intermedio 
superior), 72 h (panel intermedio inferior) y 96 h (panel inferior). n=3. 
 

 

Tabla 2. Análisis comparativo de la proliferación de linfocitos T CD4+ 
estimulados bajo las condiciones indicadas. Índice de División: número medio 
de divisiones de las células totales en cultivo. Índice de Proliferación número de 
divisiones que han sufrido las células respondedoras. 
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 Figura 8. La molécula reconocida por ALL provee coestimulación 
similar a la obtenida por CD28. Los linfocitos T CD4+ se estimularon con anti-
CD3, anti-CD3/CD28, anti-CD28, anti-CD3/ALL, ALL o anti-CD28/ALL en cultivos 
de 24, 48, 72 y 96 h. La gráfica muestra la proliferación en respuesta a los 
diferentes estímulos con respecto al tiempo, mostrando la media ± SD de 3 
experimentos independientes. *p= 0.018.  
 

 

8.4. Linfocitos T CD4+ estimulados vía anticuerpo anti-CD3/ALL producen 

citocinas.  

Para evaluar la función celular, se estimularon linfocitos T CD4+ con el 

anticuerpo anti-CD3 y ALL. Los resultados obtenidos mostraron niveles similares 

de transcriptos para IL-2, TNF-α, TGF-β e IFN-γ comparados a aquellos mostrados 

*"
"
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por los linfocitos T CD4+ estimulados vía CD3/CD28 (Fig. 9a). Sin embargo, las 

células activadas a través de CD3/ALL producen menor cantidad de ARNm para 

IL-4 e IL-10 que aquellas activadas vía CD3/CD28. La diferencia fue 

estadísticamente significativa tanto para IL-4 (0.06 ± 0.05 vs. 0.64 ± 0.19; P= 0.005, 

respectivamente) como IL-10 (0.19 ± 0.08 vs. 0.39 ± 0.07; P= 0.03, 

respectivamente) (Fig. 9a). Con respecto a los niveles de citocinas solubles 

medidos en el sobrenadante del cultivo celular, IL-2 fue 67 veces mayor en células 

activadas vía CD3/CD28 que en las activadas vía CD3/ALL (P < 0.005). Por otro 

lado, IL-10 fue 1.5 veces mayor en el sobrenadante del cultivo de células 

estimuladas por CD3/ALL que en las células activadas por CD3/CD28 (P < 0.05) 

como se muestra en la Fig. 9b. Otras citocinas no mostraron diferencias 

significativas en sus cantidades, los niveles tanto de IFN-γ como de IL-4 fueron 

prácticamente indetectables (Fig. 9b). Las mediciones de las citocinas 

intracelulares, se observó un mayor porcentaje de células positivas para IL-2 y 

TGF-β en el cultivo de células activadas por CD3/ALL que en las células activadas 

por CD3/CD28 (Fig. 9c). 
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Figura 9. Comparación de la producción de citocinas en linfocitos T 
CD4+ activados por CD3/ALL y por CD3/CD28. Linfocitos T CD4+ se estimularon 
vía CD3/CD28 o CD3/ALL por 48 h. a) Productos de la PCR para los transcritos de 
las citocinas indicadas, se resolvieron en geles de poliacrilamida PAGE-SDS al 
10%. La cantidad de ARNm de las citocinas por microgramo de ADN total se 
normalizó a la cantidad de ARNm de la β-actina mediante densitometría de 

a) 

b) 

c) 
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barrido. Las barras representan la media ± desviación estándar de 3 experimentos 
independientes, los cuales se expresaron como unidades arbitrarias de 
densitometría. b) El sobrenadante del cultivo celular se colectó y analizó por un kit 
CBA para la medición de las citocinas solubles. Las barras representan la media ± 
desviación estándar de tres experimentos independientes. c) Citocinas 
intracelulares en células estimuladas por 48 h. las barras muestran la media de 
dos experimentos independientes. * P<0.05, **P<0.005. 

 
 

8.5. Expresión de la molécula reconocida por ALL en linfocitos T CD4+ 

tratados con metil-β-ciclodextrina. 

 Las balsas lipídicas, son microdominios especializados enriquecidos en 

glicofosfolípidos y colesterol, ubicados en la membrana plasmática de células de 

mamíferos [4-5]. La metil-β-ciclodextrina (MβCD) es un oligosacárido cíclico que 

se une al colesterol con alta afinidad, depletan y desorganizan dichos 

microdominios [55]. El efecto de la MβCD sobre las balsas lipídicas de los 

linfocitos T CD4+  y sobre la molécula reconocida por ALL se observa en la figura 

10, donde linfocitos T CD4+ provenientes de cultivo, sin estimulo y/o activados con 

anticuerpos anti-CD3, anti-CD3/CD28 y anti-CD3/ALL, se trataron con MβCD y 

posteriormente se analizaron por citometría de flujo. Demostrándose que la 

expresión de la molécula reconocida por ALL se afecta cuando los linfocitos T 

CD4+ son tratados con MβCD. Lo que sugiere que la molécula reconocida por ALL 

se localiza en las balsas lipídicas de dicha población celular. 
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Figura 10. La molécula reconocida por ALL se localiza en las balsas 
lipídicas de los linfocitos T CD4+. Linfocitos T CD4+ con o sin estimulo, fueron 
tratados con 10 mM de MβCD y analizados por citometría de flujo. Panel inferior: 
análisis del tamaño vs granularidad de la región 1 de linfocitos T CD4+ con o sin 
estimulo. Panel superior: histograma de la expresión de la molécula reconocida 
por ALL, en células activadas con anticuerpos anti-CD3, anti-CD3/CD28 o anti-
CD3/ALL, con o sin tratamiento de MβCD. Imagen representativa de 3 
experimentos independientes. 

 

8.6. Reconocimiento de ALL mediante Far-western blotting en lisado proteico 

total de linfocitos T CD4+.  

Se sometieron 18 µg de muestra proteica de linfocitos T CD4+ con o sin 

estimulo, a electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE), posteriormente se realizó el Far-western blotting, 

utilizando ALL para la identificación de la molécula(s). Observándose en la figura 

11, que ALL reconoce al menos 10 bandas proteicas, incluyendo una de 

aproximadamente 70kD, tanto en la muestra proteica de linfocitos T CD4+ sin 
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estímulo como en la muestra proteica de linfocitos T CD4+ estimulados con 

anticuerpo anti-CD3 plus anti-CD28 (1:1 µg/mL). Cabe mencionar, que la banda de 

70kD sobreexpresó en los linfocitos T CD4+ activados, lo cual concuerda con el 

peso y la expresión de lo descrito anteriormente. Sin embargo, al ser un extracto 

del lisado total, no se puede descartar el reconocimiento de moléculas que pueden 

estar localizadas en el citoplasma o en organelos celulares. 

 

""""""""""""""""""""""""""""""""""" 

 

Figura 11. ALL reconoce varias 
bandas proteicas en el lisado total de 
linfocitos T CD4+.  Far-western blotting 
de muestra proteica de linfocitos T CD4+. 
a) Pesos moleculares, b) muestra proteica 
de linfocitos T CD4+ sin estimular y c) 
muestra proteica de linfocitos T CD4+ que 
proliferaron en presencia de anticuerpos 
anti-CD3/CD28. En ambas condiciones se 
identificó una banda de aproximadamente 
70kD. Imagen representativa de 3 
experimentos independientes. 
"
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8.7. Reconocimiento de ALL mediante Far-western blotting en lisado proteico 

de dominios lipídicos provenientes de linfocitos T CD4+.  

La molécula(s) reconocida por ALL se encuentra en las fracciones 

reconocidas por la subunidad β de la toxina de Cólera. 30 µg de muestra proteica 

de dominios lipídicos de linfocitos T CD4+ estimulados con anticuerpo anti-CD3 

plus anti-CD28 (1:1 µg/mL), fueron sometidos a electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 7.5% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), 

posteriormente se realizó el Far-western blotting, utilizando ALL para la 

identificación de la molécula(s) y la subunidad β de la toxina de cólera, la cual, 

reconoce gangliósidos GM1. Observándose en la figura 12, que ALL reconoce al 

menos 6 bandas proteicas en las fracciones 5 y 7, incluyendo una de 

aproximadamente 70kD. Ambas fracciones coinciden con el reconocimiento de los 

gangliósidos GM1 confirmando que la(s) molécula(s) reconocida por ALL se 

localiza en los dominios lipídicos. 
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Figura 12. La molécula(s) reconocida por ALL se localiza en los 
dominios lipídicos. Coomassie y Far-western blotting de las fracciones libres de 
detergentes obtenidas por ultracentrifugación de linfocitos T CD4+ estimulados con 
anticuerpos anti-CD3/CD28. Tinción Coomassie de las fracciones 5, 6, 7, 8 y de la 
muestra total proteica; Reconocimiento de ALL y Reconocimiento de la subunidad 
β de la Toxina de Cólera. En ambas condiciones se identificó una banda de 
aproximadamente 70kD. Imagen representativa de 6 experimentos independientes. 

 

8.8. Identificación de la molécula(s) reconocida por ALL en dominios 

lipídicos mediante doble dimensión. 

Para lograr un mayor aislamiento de la molécula reconocida por ALL, 100-

500 µg de muestra proteica de las fracciones 5 y 7, se sometieron a electroforesis 

de doble dimensión; Posteriormente se realizó el Far-western blot, utilizando ALL y 

la subunidad β de toxina de cólera, observándose en la figura 13, que ALL, 

reconoce puntos (spots) en un peso de aproximadamente 70kD, con un punto 

"
"

Fracciones****5*****6****7*****8*****T 

Tinción*Coomassie 

Reconocimiento*por*ALL 

Reconocimiento*por*SβTC 

75*kDa 

75*kDa 

75*kDa 
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isoeléctrico (PI) de 6 a 4 aproximadamente; Finalmente, dichos puntos se 

sometieron a espectrometría de masas para la identificación de la molécula(s) 

reconocida por ALL. 

           

8.9. Aislamiento y Comparación de la molécula(s) reconocida por ALL.  

Se realizó el estudio indirecto de la secuencia de aminoácidos de la 

molécula(s) reconocida por ALL por medio de la digestión de la proteína(s) con 

tripsina y el análisis de péptidos por espectrometría de masas. Obteniéndose la 

siguiente secuencia peptídica: QLFDQVVKKESPLLFKFYPEDVSEELIQDITQRLFF 

LQVKEGILNDDIYCPPETAVLLASYAVQSKIQVWHEEHREDAVLEYLKIAQDLEMY

GVNYFSIKIGFPWSEIRFVIKPIDKAPDFVFYAPRILALCMGNHELYMRALELEQER

EALLQASRKTQEQLASEMAELTARISQLEMARESEAVEWQQKAQMVQEDLEKTA

MSTPHVAEPAENEHDEQDENGAEASAELRALTSELANAR. Los péptidos 

obtenidos se compararon en la base de datos NCBInr SwissProt 2011-10. Las 

proteínas con mayor identidad se muestran en la tabla 3; sobresaliendo la proteína 

Moesina (punto 2 en la Fig. 13 b) con 41% de identidad o extensa homología 

(gi|74186081 NCBInr) la cual, pertenece a la familia ERM, dicha familia regula la 

formación de dominios de membrana especializados que son esenciales para la 

transducción de señales de la GTPasa RhoA [56-57]. Además, la secuencia 

proteica se analizó mediante el sistema de predicción de estructuras proteicas 

Phyre2 [58] y el programa NetOGlyc v 4.0 [59]. El sistema Phyre2 mostró 90% de 

identidad hacia el dominio FERM de la moesina, mientras que el programa 

NetOGlyc mostró 9 sitios potenciales de O-glicosilación, de los cuales, las 
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posiciones 165, 205 y 206 exhibieron puntuaciones de 0.68, 0.78 y 0.86, 

respectivamente. 

 

           

 

Figura 13. Aislamiento de la molécula(s) reconocida por ALL mediante 
doble dimensión. Coomassie y Western blotting de la doble dimensión de la 
fracción 7. a) Tinción Coomassie; b) Acercamiento de los puntos analizados por 
espectrometría de masas y c) Reconocimiento por ALL. En ambas condiciones se 
identificaron puntos con un peso molecular de aproximadamente 70 kDa y con un 
punto isoeléctrico de 6-4. Imagen representativa de 4 experimentos 
independientes.  

 
 

Tinción*Coomassie*

Reconocimiento*por*
ALL#

a)#

b)#

c)#
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Tabla 3. Análisis de péptidos trípticos de la(s) molécula(s) reconocida 
por ALL, determinada por espectrometría de masas. Los péptidos fueron 
comparados con los obtenidos de la base de datos NCBInr SwissProt 2011-10. La 
tabla muestra las principales homologías/identidades encontradas. 
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8.10. La tinción de ALL colocaliza con el anticuerpo anti-dominio FERM de la 

moesina en la superficie celular de linfocitos T CD4+ activados.  

Para demostrar si ALL reconoce una proteína de la familia FERM, linfocitos 

T CD4+ se activaron vía CD3/CD28 durante 48 h, después, se tiñeron con ALL y 

con el anticuerpo anti-dominio FERM de la moesina. La tinción se realizó en 

células no dañadas, ya que no se trataron con reactivos permeabilizantes.  

La tinción fluorescente por ALL se observó a lo largo de la superficie celular solo 

en células ALL positivas, la cual parece estar concentrada en los sitios de contacto 

intercelular (Fig. 14 A, D). Interesantemente, la gran mayoría de las células fueron 

reconocidas por el anticuerpo anti-moesina y en algunas células, la tinción 

fluorescente también fue intensa en los sitios de interacción celular (Fig. 14 B, E). 

Las células incubadas con reactivos secundarios no mostraron tinción fluorescente 

(Fig. 14 G–I). Los eventos de colocalización se observaron en los sitios de 

contacto intercelular en las células aglutinadas ALL positivas (Fig. 14 C, F).   

"
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Figura 14. Glicoproteína reconocida por la lectina de A. leucocarpus 
colocaliza con el anticuerpo anti-dominio FERM de la proteína moesina en la 
superficie celular de linfocitos T CD4+ activados. Linfocitos T CD4+ de órganos 
linfoides murinos se activaron activados vía CD3/CD28 durante 48 h de cultivo. 
Luego, las células no permeabilizadas se fijaron y tiñeron por inmunofluorescencia 
triple.  Las imágenes son parte de una serie Z reconstruida y las secciones 
individuales  fueron registradas a lo largo de los ejes X y Y. A. Imagen de células 
marcadas con ALL-biotina seguida de estreptavidina-FITC. B. Imagen de células 
marcadas con anticuerpo de conejo contra el dominio FERM de la moesina 
seguido por una incubación de un anticuerpo conjugado al fluorocromo Alexa Fluor 
546 preparado en burro y que reconoce a la IgG de conejo. C. Imagen de 
colocalización de células marcadas por ALL (verde) y anticuerpo anti-moesina 
(rojo). D–F. Tinción nuclear DAPI (azul) se utilizó como contratinción celular. G. 
Células marcadas únicamente con DAPI como control. H–I. Células incubadas con 
estreptavidina-FITC o anticuerpo secundario Alexa-546 fueron usados como 
tinción control, respectivamente. Las imágenes se visualizaron mediante un  
microscopio equipado con el sistema confocal ApoTome.2 (Carl Zeiss). Los datos 
mostrados son representativos de tres experimentos individuales. Las puntas de 
flecha indican el sitio de reconocimiento entre ALL y el anticuerpo anti-moesina. 
Barras de las imágenes a 10 µm. 
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8.11. Linfocitos T CD4+ activados con anticuerpos anti-CD3/anti-moesina 

secretan citocinas.  

Para examinar si el anticuerpo anti-dominio FERM de la moesina 

coestimulaba linfocitos T CD4+ estimulados con anticuerpo anti-CD3, linfocitos T 

CD4+ purificados, fueron simultáneamente activados con anticuerpo anti-CD3 más 

anticuerpo anti-moesina por 48 h. Los resultados mostraron que las aglutinaciones 

formadas por las células activadas son similares a los de las células estimuladas 

vía CD3/CD28 o CD3/ALL. La medición en píxeles2 fue de 312.9 ± 435.8 para 

células no estimuladas; 2492 ± 1275 para células con estimulación por CD3/CD28; 

2629 ± 1150 para CD3/ALL y 2393 ± 1246 para CD3/moesina. Asimismo, los 

niveles de citocinas en el sobrenadante del cultivo de células activadas con 

CD3/moesina fueron similares al de las células activadas vía anticuerpos anti-CD3 

más ALL (Tabla 4). Sin embargo, la concentración de IL-17A en células activadas 

por CD3/ALL fue mayor que las células activadas con anticuerpos anti-

CD3/moesina (Tabla 4). Además, el análisis de citocinas intracelulares realizado 

por citometría de flujo,  mostró que el porcentaje de células positivas para IL-2 y 

TGF-β en células activadas con CD3/moesina fue 3.1 y 1.5 veces menor que 

aquellas células activadas vía CD3/ALL, respectivamente (Tabla 5).  
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Tabla 4. Citocinas detectadas en el sobrenadante de linfocitos T CD4+ 

activadas bajo las condiciones mencionadas a 48h de cultivo. Media ± 
desviación estándar *p<0.05 , *p <0.005.  Resultados se representan en pg/ml.  
Los límites de detección del kit se describieron en la sección experimental.  

 
 

 
 

Tabla 5. Expresión de citocinas intracelulares en linfocitos T CD4+ 
estimulados bajo las condiciones mencionadas a 48h de cultivo. 
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9. Discusión 

La activación de linfocitos T es un evento esencial en la iniciación de la 

respuesta inmune adaptativa [2]. Unas moléculas ampliamente reconocidas por su 

capacidad de activar linfocitos y promover su proliferación a través de la 

interacción con residuos sacarídicos presentes en numerosas glicoproteínas de 

membrana, incluyendo aquéllas involucradas en la sinapsis inmunológica, son las 

lectinas, que son proteínas o glicoproteínas con unión reversible a sus ligandos 

sacarídicos [60-61]. Las lectinas tienen al menos un dominio no catalítico que 

reconoce oligosacáridos en una conformación espacial específica [61]. Una de 

estas lectinas, la lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) que es específica para 

el residuo sacarídico GalNAc en el antígeno Thomsen-Friedenreich 

(Galβ−1,3GalNAc a1,O-Ser/Thr) o en el antígeno Tn (GalNAcα1,O-Ser/Thr) [43] se 

utilizó en este trabajo. El papel de ALL en la coestimulación de las células T se ha 

reportado anteriormente [48]; sin embargo, en este trabajo mostramos que en 

ausencia de células presentadoras de antígeno (CPAs), ALL incrementa la 

proliferación de linfocitos T CD4+ cuando se han estimulado con anticuerpos anti-

CD3, fenómeno comparable a la estimulación vía CD3/CD28. La molécula CD28 

es conocida como el principal receptor coestimulador de linfocitos T para la 

producción de IL-2 [62]. Por lo tanto, la producción de citocinas se determinó en 

linfocitos T CD4+ estimulados vía CD3/ALL; en ese sentido, se ha evidenciado que 

moléculas coestimuladoras de células T diferentes a CD28 inducen la producción 

de citocinas. Entre estas moléculas, el factor derivado del estroma 1 alfa 

coestimula la proliferación celular y la producción de IL-2, IL-4, IL-10 e INF-γ en 



 

53""
"

linfocitos T CD4+ activados [63]. Los anticuerpos monoclonales para CD5 o CD9 

también inducen potente captación de [3H]TdR y producen IL-2 en linfocitos T 

activados [64]. Asimismo, la coestimulación simultánea de CD2 y CD48 mejora la 

activación vía CD3 de linfocitos T tanto en la proliferación como en la síntesis de 

transcriptos para IL-2 e IFN-γ [65]. Sin embargo, la coestimulación de células T por 

la interacción de CD5, CD9 o CD2-CD48 es menos eficiente que la proporcionada 

por CD28 [64-65]. En nuestro caso, la producción de transcriptos para IL-2, TNF-α, 

TGF-β e IFN-γ en linfocitos T CD4+ activados vía CD3/ALL no muestran diferencia 

estadística comparadas con aquellas activadas vía CD3/CD28. Respecto a la 

secreción de citocinas, nosotros observamos que IL-2 fue más abundante en el 

cultivo de células activadas a través de CD3/CD28 en comparación a las otras 

condiciones de cultivo, posiblemente por la retroalimentación positiva durante la 

activación [2]. Aunque la coestimulación vía ALL parece ser insuficiente para la 

producción de IL-2, el número de células positivas para IL-2 y TGF-β fue mayor 

que en la coestimulación por CD3/CD28. Por lo tanto, nuestros resultados 

sugieren que la principal glicoproteína reconocida por ALL es capaz de 

coestimular la producción de citocinas, reflejándose en la actividad funcional de la 

célula T. En este sentido, se ha descrito que algunos de los componentes 

mayoritarios de las balsas lipídicas poseen capacidad coestimuladora en las 

células T [4-5] y debido a que los linfocitos T CD4+ incubados con ALL mostraron 

organización de balsas o parches en la superficie celular, nosotros utilizamos 

MβCD para eliminar el colesterol de las balsas lipídicas luego de la activación de 

los linfocitos T CD4+. Previos estudios de nuestro laboratorio mostraron que ALL 
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se une 22% a linfocitos T CD4+ no estimulados y el número de células ALL 

positivas incrementa 3 veces luego de 24-48h de activación [44]. La 

desorganización de las balsas lipídicas por el tratamiento con MβCD causó 

pérdida del reconocimiento de ALL en células activadas por 48h, sugiriendo que 

ALL se une a glicoproteínas recluidas o localizadas en las balsas lipídicas de 

linfocitos T CD4+. Los microdominios de la balsa en la membrana se conocen 

como complejos de señalización que procesan cascadas de reacción intracelular, 

donde diversas moléculas participan en la transducción de señal [4].  

Con base a lo anterior, para poder identificar a la(s) molécula(s) 

reconocida(s) por ALL, se seleccionaron los puntos proteicos con peso molecular 

cercano a 70 kDa en las balsas lipídicas de la membrana mediante electroforesis 

de doble dimensión. Se reconocieron dos puntos proteicos prominentes por ALL y 

la secuencia obtenida mediante espectrometría de masas, mostró 41% de 

identidad con una proteína sin nombre (gi|74186081) relacionada estrechamente a 

moesina. Esta secuencia proteica se analizó con el programa NetOGlyc 4.0 [59] y 

evidenció 9 sitios de O-glicosilación, de los cuales 4 de ellos exhiben una elevada 

probabilidad de ser reconocidos por ALL. Previos estudios han mostrado que el 

sitio de unión de ALL interactúa con el núcleo interno del antígeno Thomsen-

Friedenreich y que ALL se une a residuos de GalNAc, los cuales son separados 

por 4 aminoácidos [66]. Otro análisis de la secuencia proteica se llevó a cabo 

usando el programa Phyre2 [58] que mostró 90% de identidad con el dominio 

FERM de moesina. El dominio FERM define miembros de la familia de la banda 

4.1, la cual incluye proteínas de citoesqueleto, como son la familia de proteínas 
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ezrina-radixina-moesina (ERM), así como varias tirosinas cinasas y fosfatasas 

[67]. Las proteínas ERM juegan un papel importante en la interfase entre las 

proteínas de la membrana plasmática y las principales estructuras del 

citoesqueleto que regulan vías de señalización asociadas a la membrana [68]. 

Para corroborar el reconocimiento de ALL a moesina, datos de tinción de 

inmunofluorescencia confocal muestran que ALL y el dominio FERM de la 

moesina colocalizan en sitios de contacto celular, indicando la presencia de O-

glicanos reconocidos por ALL en esas zonas. Se han mostrado cambios en la 

glicosilación en O-glicoproteínas de la superficie celular durante la activación de 

las células T [69-70]. La disminución de ácido siálico en las células T activadas 

[71], permite la exposición de residuos de GalNAc o Galβ−1,3GalNAc sobre 

glicoproteínas de la superficie celular, las cuales puede reconocerlas ALL. Sin 

embargo, como se observó en la imagen de inmunofluorescencia, algunas células 

aglutinadas fueron fuertemente marcadas por ALL pero débilmente unidas con el 

anticuerpo anti-moesina y viceversa. Por otro lado, otras células aglutinadas no 

fueron reconocidas por ALL ni por el anticuerpo anti-moesina, lo que sugiere que 

no todas las proteínas tipo moesina muestran el mismo perfil de glicosilación y que 

ALL puede reconocer a diferentes O-glicoproteínas. Diversos estudios han 

evidenciado la importancia de los O-glicanos en la superficie celular, los cuales, 

parecieran estar involucrados en el proceso de activación de las células T. Comelli 

EM et al. reportó que la activación de células T murinas conduce a una marcada 

disminución de N-glicanos que contienen NeuAcα2,6Gal y al incremento de O-

glicanos que contienen el disacárido Galβ−1,3GalNAc sobre la superficie celular 
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[72]. Similarmente, van Vliet et al. mostraron que la activación de células T 

humanas vía CD3/CD28 esta acompañada por un incremento en la expresión de 

Galβ−1,3GalNAc sobre la superficie celular [73]. Nosotros reportamos en este 

estudio la visualización directa de una proteína tipo moesina sobre la superficie 

celular de linfocitos T CD4+ activados. Aunque moesina se localiza en el 

citoesqueleto sub-membranoso, algunos autores han descrito proteínas tipo 

moesina sobre la superficie de leucocitos [74-75]. Ariel A et al. demostraron que 

una proteína tipo moesina es expresada sobre la membrana de células T humanas 

en reposo, la cual incrementa significativamente sobre la superficie celular 

después de 48 h de activación [76]. Además, el anticuerpo anti-moesina fue capaz 

de incrementar la estimulación basada en la molécula CD3 de linfocitos T CD4+ 

luego de 48h de cultivo, lo que favoreció la producción de citocinas. Es la primera 

vez que un anticuerpo anti-dominio FERM de moesina exhibe una función 

coestimuladora. Sin embargo, se requieren más estudios para identificar 

completamente a la molécula reconocida por ALL, así como la vía de señalización 

que sigue después de la coestimulación de las células T. 

"
"
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10. Conclusiones 

"

La principal glicoproteína reconocida por ALL es capaz de coestimular 

linfocitos T CD4+ y favorecer la producción de citocinas.  

 

La lectina de A. leucocarpus reconoce a dos glicoproteínas mayoritarias 

situadas en los microdominios de las balsas lipídicas de linfocitos T CD4+ 

activados.  

 

La secuencia peptídica mostró 41% de identidad con una proteína sin 

nombre, relacionada con el dominio FERM de la moesina. 

  

ALL y el anticuerpo anti-dominio FERM de la moesina colocalizan en la 

membrana de los linfocitos T CD4+ activados vía anticuerpos anti-CD3/CD28 a las 

48 h de cultivo. 

 

El anticuerpo anti-dominio FERM de la moesina coestimula linfocitos T 

CD4+ activados vía CD3.  

"
"
"
"
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Abstract

The Galb1,3GalNAca1,O-Ser/Thr specific lectin from Amaranthus leucocarpus
(ALL) binds a"70 kDa glycoprotein on murine T cell surface. We show that in the
absence of antigen presenting cells, murine CD4þ T cells activated by an anti-CD3
antibody plus ALL enhanced cell proliferation similar to those cells activated via
CD3/CD28 at 48 h of culture. Moreover, ALL induced the production of IL-4,
IL-10, TNF-alpha, and TGF-beta in CD3-activated cells. Proteomic assay using
two-dimensional electrophoresis and far-Western blotting, ALL recognized two
prominent proteins associated to the lipid raft microdomains in CD3/CD28-
activated CD4þ T cells. By mass spectrometry, the peptide fragments from ALL-
recognized proteins showed sequences with 33% homology to matricin (gi|347839
NCBInr) and 41% identity to an unnamed protein related to moesin (gi|74186081
NCBInr). Confocal microscopy analysis of CD3/CD28-activated CD4þ T cells
confirmed that staining by ALL colocalized with anti-moesin FERM domain
antibody along the plasma membrane and in the intercellular contact sites. Our
findings suggest that a moesin-like O-glycoprotein is the ALL-recognized molecule
in lipid rats, which induces costimulatory signals on CD4þ T cells.

Introduction

Activation of CD4þ T cells is a crucial event in the adaptive
immune response, since these cells control humoral and
cellular immunity through the recognition of specific
antigens [1]. The activation process initially involves
interaction between T cell receptor (TCR) and MHC-
peptide complexes on antigen-presenting cells (APCs)
resulting in the formation of an immunological synapse [1].
Receptor–ligand complexes implicated in the immunologi-
cal synapse are glycoproteins, which help both cell junction
and lipid raft mobility on the membrane surface [2]. Lipid
rafts are membrane microdomains that concentrate signal-
ling molecules required for cellular costimulation and
activation [3] in which the band 4.1, ezrin, radixin, and

moesin (FERM) family proteins have an essential role in
organizing the interactions among transmembrane proteins
and the underlying cytoskeleton [4].
T cell activation requires stimulation via TCR and

costimulation signals; a powerful costimulatory pathway is
provided through the CD28 molecule; however, other lipid
raft-proteins have been shown to generate enough cos-
timulation to activate T cells [5]. Some studies have shown
that the saccharide portion of glycosylated proteins, such as
CD2 and CD8, have an important role in the co-receptor
interactions as reviewed [6]. For this reason, it is important
to know how the saccharide structure influences many of
these processes.
Cell surface oligosaccharides have been shown to play an

important role in recognition events [6]. Oligosaccharides
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may be cross-linked by lectins, which are proteins that
recognize saccharides attached to glycosylated molecules in a
highly specific manner [7]. Amaranthus leucocarpus lectin
(ALL) has been shown to have an affinity for N-Acetyl-D-
Galactosamine (GalNAc) in either the Thomsen–Frieden-
reich antigen (Galb1,3GalNAc a1,O-Ser/Thr) or Tn antigen
(GalNAc a1,O-Ser/Thr) [8]. This lectin has been isolated
from A. leucocarpus seeds [9], and its hemagglutination
activity is specifically inhibited by GalNAc [8–10].ALL binds
murine thymocytes and thymic dendritic cells, peritoneal
macrophages, and peripheral blood T cells, but not B
cells [11–13]. ALL recognizes a !70 kDa O-glycoprotein,
which increases its expression on CD4þ T cells stimulated by
concanavalin-A for 48 h [13]. The isolation of the ALL-
recognizedO-glycoprotein frommurine thymocytes showed
that it has blocked N-terminal amino acid residue [14].
Moreover, total cells frommurine lymph node stimulated by
an anti-CD3 antibody in the presence of ALL, showed an
increase in the T cell proliferation [15]. Here, we confirm the
ability of ALL to induce proliferation of murine CD4þ

T cells, which were stimulated by a suboptimal dose of anti-
CD3 antibody in the absence of APCs along 48 h cell culture.
Under these conditions, we show production of cytokine
transcripts as well as intracellular and soluble cytokines, and
the partial characterization of the main lipid raft glycopro-
tein recognized by ALL.

Materials and Methods

Lectin, reagents, and antibodies

A. leucocarpus seeds were obtained in Tulyehualco (Mexico)
and the lectin was purified by affinity chromatography
as described previously [9]. ALL was labeled with the
N-hydroxysuccinimide ester of biotin from Pierce Chemical
(Rockford, IL) with a label/protein ratio of 2:1 [16].
Phycoerythrin (PE)-labeled rat anti-mouse CD4, biotin-
labeled hamster anti-mouse CD3e chain (145-2C11)
monoclonal antibodies (mAbs), and PE-labeled rat IgG2a,
kappa mAb (used as isotype control); purified no azide/low
endotoxin (NA/LE) hamster anti-CD3 (clone 145-2C11) or
anti-CD28 (clone 37.51) mAbs (used to activate T cells);
PE-cyanine (Cy) 5-, fluorescein isothiocyanate (FITC)-, and
CyChrome (CyChr)-labeled streptavidin; FITC-labeled rat
anti-mouse mAb to IL-10, and IFN-gamma, PE-labeled rat
anti-mousemAb to TNF, biotin-labeled rat anti-mousemAb
to IL-4, and IL-2; FITC-labeled rat IgG2b, FITC-, PE-labeled
rat IgG1 (used as isotype controls), mouse Th1/Th2/Th17
cytokine kit, were purchased from BD Biosciences (San
Diego, CA). Rabbit anti-mouse TGF-beta polyclonal Ab,
FITC-labeled goat anti-rabbit IgG, rabbit anti-mouse
moesin FERM domain (EP1863Y) mAb were acquired
from Abcam (Cambridge, MA). Alexa Fluor 546-labeled

donkey anti- rabbit IgG (HþL) antibody andHyClone foetal
bovine serum were from Life Technologies (Thermo Fisher
Scientific, Inc. Waltham, MA). The magnetic antibody cell
sorting (MACS) kit for isolation of murine CD4þ cells was
purchased from Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Germany). Sodium pyruvate, L-glutamine, and b-mercap-
toethanol were from Gibco BRL (Rockville, MD). Horse-
radish peroxidase-labeled goat anti-mouse IgG polyclonal
antibody was from R&D System, Inc. (Minneapolis, MN).
Penicillin and streptomycin were from In Vitro Company
(Mexico City, Mexico). Carboxyfluorescein succimidyl ester
(CFSE) was from Invitrogen (Camarillo, CA). Vectashield
(mountingmediumwith diamidino-2-phenylindole [DAPI]
fluorescent dye) was purchased from Vector Laboratories,
Inc. (Burlingame, CA).Mini RNeasy andOmniscript RT kits
were from Qiagen (Carlsbad, CA). Ampli-Taq polymerase
was from Applied Biosystems (Branchburg, NJ). The mini
complete protease inhibitors kit was fromRoche Diagnostics
GMBH (Mannheim, Germany). Bovine serum albumin
fraction V (BSA)#95%purity, RPMI-1640 culturemedium,
Coomassie brilliant blue R-250, trypan blue, Triton X-100
Ultra-pure, polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tween-
20), dimethyl sulfoxide, methyl-b-cyclodextrin (MbCD),
peroxidase-labeled extravidin, saponin, biotin-labeled chol-
era toxin B subunit, brefeldin-A from Penicillum brefeldia-
num, OptiPrep, ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA),
sodium azide, Trizma base, HEPES, and other salts were
from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO). DC protein assay kit
(500-0116), ReadyPrep 2D cleanup kit and reagents for
SDS–PAGE were from Bio-Rad Laboratories (Hercules,
CA). Reagents for 2-D electrophoresis, strips, and Reswelling
Tray were acquired from GE Healthcare (Fairfield, CT). All
solutions were prepared with Milli-Q water (Millipore,
Bedford, MA).

Mice

Six- to eight-week-old male Balb/c mice were killed by
cervical disruption in accordance to the guidelines accred-
ited by the Institutional Research and Ethics Committee.
Cells from the axial lymph nodes were obtained, washed, and
suspended in RPMI-1640 medium culture. Cell viability was
assessed by the trypan blue dye exclusion test.

Purified CD4þ T cell culture and proliferation
assays

CD4þ T cells were isolated from lymph nodes using a MACS
negative selection kit according to the manufacturer’s
instructions (Miltenyi Biotec). Purity of CD4þ T cells was
assessed by flow cytometry using PE-labeled anti-CD4 mAb
and CyChr-streptavidin after biotin-labeled anti-CD3 mAb.
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The purity and viability percentages of cell suspensions were
95–98%.

Purified CD4þ T cells at a density 1" 107/mL of RPMI-
1640 medium were stained with CFSE according to
described method [17]. In brief, 1mL of suspended cells
in RPMI medium, were incubated with 15mL of 0.5mM
CFSE (prepared from a 5mM stock solution dissolved in
dimethyl sulfoxide) for 10min at 378C in darkness. After
incubation, cells were washed twice in 8mL of RPMI
medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf
serum, 1% L-glutamine, 100mM sodium pyruvate, 100 IU
penicillin, 50mg/mL gentamicin, 100mg/mL streptomycin,
and 50mM b-mercaptoethanol (supplemented-RPMI me-
dium), and cell viability was evaluated by trypan blue dye
exclusion test. CFSE-treated cells were cultured in a 96-well
plate (Nunc, Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, MA)
with a supplemented-RPMI medium and stimulated with
either 0.1, 1, or 5mg/mL of plate-immobilized anti-CD3
mAb alone or in the presence of 1mg/mL soluble anti-CD28
mAb or ALL at different concentrations (5, 10, 15, or
20mg/mL) during 24, 48, 72, and 96 h at 378C in a 5% CO2

atmosphere. Cells cultured with anti-CD28mAb plusALL or
with these reagents separately were used as controls. Both
CFSE-untreated and non-stimulated cells were also used as
controls. At the end of the culture periods, the cells were
acquired on a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences,
San Jose, CA) and analyzed by the FlowJo software (Tree
Star, Inc. Ashland, OR). To evaluate the cell divisions that
have occurred under stimulation, the FlowJo proliferation
platform was used. A histogram based on the fluorescence
intensity of unstimulated CFSE-stained cells, which lay
within a scatter gate, was performed to differentiate the
divided cells of lower intensity. The subsequent gates
enclosed cell populations with progressive twofold decreases
in fluorescent intensity. Cell proliferation was assessed by
percentage of divided cells, cell proliferation index, and
division index. Additionally, images from activated cells
were acquired on a Zeiss Axivert 25 inverted microscope
(Carl Zeiss, G€ottingen, Germany).

Membrane cholesterol depletion by methyl-b-
cyclodextrin

Purified CD4þ T cells were stimulated by a 1mg/mL
immobilized anti-CD3mAb alone or in the presence of 1mg/
mL soluble anti-CD28 mAb or 5mg/mL ALL, for 48 h of
culture. Once cultured, cells (5" 105) were washed in
phosphate-buffered saline (PBS) and incubated with 10mM
MbCD for 30min at 378C [18, 19]. Then, cells were washed
in PBS containing 0.1% BSA and 0.1% sodium azide
(PBS–BSA buffer), incubated with biotin-ALL (15mg/mL)
for 30min at 48C, followed by a second incubation with
CyChr-streptavidin at dilution 1:400 and analyzed by flow

cytometry. Non-activated cells incubated with CyChr-
streptavidin after biotin-ALL, and activated-cells incubated
only with CyChr-streptavidin were used as controls.

Flow cytometry analysis

The percentage of cell surface molecules on purified CD4þ

T cells was analyzed by direct or indirect immunofluores-
cence. In brief, cells were washed in a PBS–BSA buffer and
stained with fluorescent reagents during 15min at 48C for
incubation. Afterwards, cells were washed in PBS–BSA
buffer, suspended in FACS-Flow buffer and acquired in the
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences). In each case,
25" 103 cells were counted in linear mode for side and
forward scatter and by log amplification for fluorescent cells.
Fluorochrome-labeled isotype-matched control mAbs or
fluorescent-second reagents were used to evaluate back-
ground staining. Data from cytometer were analyzed by the
FlowJo software (Tree Star, Inc.).

Cytokine mRNA production

Purified CD4þ T cells (5" 106) were simultaneously
activated by 1mg/mL immobilized anti-CD3 mAb plus
1mg/mL anti-CD28mAb or 1mg/mL immobilized anti-CD3
mAb plus 5mg/mL ALL (optimal concentrations) for 48 h of
culture. Non-stimulated cells were used as control. To
evaluate cytokine transcripts, cells were washed in sterile
PBS, and total RNA was isolated by using the mini RNeasy
kit according to manufacturer’s instructions (Qiagen) and
quantified by a spectrophotometer at 285 nm. One micro-
gram of an RNA sample was reverse-transcribed through the
Omniscript RT kit and 1mg from the resulting cDNA was
used to amplify the IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a, IFN-g, and
TGF-b genes by polymerase chain reaction (PCR). Each
cDNA sample was amplified in duplicate as described [20];
the sets of primers and the cDNA concentration were
calibrated for a number of cycles to obtain amplicons in the
linear phase of amplification. The following gene specific
primer sequences were used: (IL-2) forward 50 ATG TAC
AGC ATG CAG CTC GCA TC 30, reverse 50 GGC TTG TTG
AGA TGA TGC TTT GAC A 30; (IL-4) forward 50 ACA GGA
GAA GGG CGC CAT 30, reverse 50 GAA GCC CTA CAG
ACG AGC TCA 30; (IL-10) forward 50 ATG CAG GAC TTT
AAG GGT TAC TTG GGT T 30, reverse 50 ATT TCG GAG
AGAGGT ACAAACGAGGTTGTT T 30; (TNF-a) forward
50 ATG AGC ACA GAA AGC ATG ATC CGC 30, reverse 50

CCA AAG TAG ACC TGC CCG GAC TC 30; (IFN-g)
forward 50 GAA AGC CTA GAA AGT CTG AAT AAC T 30,
reverse 50 ATC AGC AGC GAC TCC TTT TCG GCT T 30;
(TGF-b) forward 50 GAC CGC AAC AAC GCC ATC TA 30,
reverse 50 GGC GTA TCA GTG GGG GTC AG 30, and
(b-actin) forward 50 GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA
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30, reverse 50 CTC TTT GAT GTC ACG CAC GAT TTC 30.
PCR reactions were performed in a total volume of 30mL
buffer containing 50mM KCl, 10mM Tris-HCl, pH 8.3;
0.1mg/mL gelatin, 2mM MgCl2, 100 nM of each primer,
200mM dNTPs, and 0.5U of ampli-Taq polymerase/75 ng
of cDNA. After 29–36 cycles, the PCR products were
analyzed in 10% acrylamide gels and stained with ethidium
bromide. The amount of the corresponding cytokine mRNA
per microgram of total RNA, normalized to the amount of
b-actin mRNA, was determined by scanning densitometry
and expressed as arbitrary units.

Intracellular and soluble cytokine production

To assess soluble cytokines, purified CD4þ T cells were
stimulated by anti-CD3/CD28 mAbs or anti-CD3/ALL for
48 h. In addition, other cells were stimulated by 1mg/mL
immobilized anti-CD3mAb plus 1mg/mL anti-moesin mAb
during 48 h of culture. After culture, 25mL supernatant was
collected and analyzed to measurement of IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-17A, IFN-gamma, and TNF by means of a
cytometric bead array (CBA) kit following manufacturer’s
instructions (BD Biosciences). Analyses were obtained
by flow cytometry with FCAP Array version 3.0.19.2091
software. The Kit detection limits were as follows:
IL-2, 0.1 pg/mL; IL-4, 0.03 pg/mL; IL-6, 1.4 pg/mL; IFN-g,
0.5 pg/mL; TNF, 0.9 pg/mL; IL-17A, 0.8 pg/mL, and IL-10,
16.8 pg/mL.
For intracellular cytokine detection, cells were activated

for 48 h as described and 4 h before brefeldin-A was added
(1mg/mL). At the end of the incubation period, cells were
harvested, washed in PBS–BSA buffer, and fixed with 4%
p-formaldehyde in PBS for 10min at 48C. Then, cells were
washed twice in PBS and permeabilized with saponine buffer
(0.1% saponine, 0.01% pig IgG, 10mMHEPES, 10% BSA in
PBS), shaking gently for 10min at 48C. Subsequently, cells
were incubated with fluorochrome-labeled Abs against IL-2,
IL-4, IL-10, TNF, IFN-gamma, and TGF-beta for 30min at
48C. Cells were washed in 0.1% saponine, 100mM HEPES,
10% BSA in PBS, then washed in PBS–BSA buffer, and
analyzed by flow cytometry.

Isolation of lipid rafts from CD4þ T cell activated
via CD3/CD28

Purified CD4þ T cells were stimulated by optimal concen-
trations of anti-CD3 mAb plus anti-CD28 mAb for 48 h of
culture. Non-stimulated cells were used as control. Once
cultured, cells were treated using a slightly modified
method [21]. In brief, cells (1" 108) were incubated in
200mL lysis buffer (1% Triton X-100 in base buffer TEN
containing 10mM Tris-HCl, pH 7.5, 5mM EDTA, and
150mM NaCl supplemented with a protease inhibitor

mixture from Roche) and shaken for 30min at 48C. The cell
lysate was sonicated four times" 15 s at 14Hz frequency
with intervals of 30 s on ice and clarified (1500 g for 5min at
48C). The resulting supernatant was mixed in OptiPrep in
base buffer TEN to obtain a solution of 40% OptiPrep;
0.75mL of the solution were transferred to a 2.5mL ultra-
centrifuge tube (Beckman, Palo Alto, CA). Next, 1.2mL of
30%, 0.25mL of 5%-OptiPrep, and 0.25-mL base buffer
TEN were sequentially overlaid on top of the clarified cell
lysate. The sample was then centrifuged at 60,000 g in a
TL555 rotor (Beckman) movable angle for 2 h at 48C. Seven
0.34mL fractions were collected gradually from the top of
the gradient and stored at#708C. The protein concentration
in each OptiPrep gradient fraction was determined by a DC
protein assay kit according to manufacturer’s instructions
(Bio-Rad). BSA was used as the standard.

Electrophoresis

Equal volumes (30mg) of the cholesterol-rich membrane
protein samples were resolved by 7.5% sodium dodecyl
sulfate (SDS)–polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
and stained (0.1% Coomassie blue, 50% methanol, 10%
acetic acid). For two-dimensional SDS–PAGE (2-DE),
selected fractions (250mg) were clarified by a ReadyPrep
2D cleanup kit according to the manufacturer’s instructions
(Bio-Rad). After treatment, the dried pellet was mixed with a
rehydration solution (8MUrea, 2M thiourea, 0.5%CHAPS,
2% immobilized pH gradient [IPG]-buffer ampholines pH
3–10, 40mM dithiothreitol [DTT], and 0.002% bromophe-
nol blue) yielding a final volume of 125mL that was applied
to 7 cm IPG strips (Immobiline DryStrip), pH 3–10, and
linear gradient in a reswelling tray (all GE Healthcare) and
allowed to rehydrate for 18 h. For the first-dimension, IPG
strips were resolved by isoelectric focusing using an Ettan
IPGphor system (Bio-Rad) according to the described
method [22]. Afterwards, IPG strips were stored at #708C
until needed. For the second dimension, focused strips were
equilibrated for 15min in 50mM Tris-HCl, pH 8.8, 6M
Urea, 30% glycerol, 2% SDS, 0.002% bromophenol blue, and
1%DTT, then followed by an identical incubation to replace
DTT with 2.5% iodoacetamide. After placing the strips on
7.5% gels, vertical electrophoresis was performed and gels
were stained with Coomassie blue solution or transferred to
polyvinyldifluoridine (PVDF) Immobilion-P membranes
(Millipore Corp, Billerica, MA) or analyzed by Nano liquid-
chromatography electrospray-ionization tandem mass spec-
trometry (LC-ESI-MS/MS) systems.

Far-Western blotting

For far-Western blotting, resolved proteins in electrophore-
sis were transferred to PVDF membranes (Millipore Corp.

A. leucocarpus lectin binds a moesin-like protein M. Arenas-Del Angel et al.

4 © 2015 The Authors. Immunity, Inflammation and Disease Published by John Wiley & Sons Ltd.



Billerica, MA) as described in previous studies [23–24]. In
brief, membranes were incubated in a blocking buffer (3%
BSA in Tris-buffer-saline-Tween [TBS-Tween] containing
20mM Tris, pH 7.6, 137mM NaCl, and 0.1% Tween-20),
washed three times (10min each) in TBS-Tween, incubat-
ed at 48C overnight, and then 2 h at 378C [23], shaken
gently with biotin-ALL (400mg/mL), and followed by 1 h
incubation with peroxidase-extravidin (1:5000) or peroxi-
dase-cholera toxin B subunit (1:500). Finally, proteins
were visualized by SuperSignal West Pico chemilumines-
cent substrate (Thermo Scientific, Rockford, IL) on
autoradiography film from Kodak Biomax MR (Sigma–
Aldrich).

Nano LC-ESI-MS/MS

Protein spots of interest in 2-DE were identified by
comparing proteins stained in Coomassie blue and those
recognized through ALL in far-Western blotting. Gel spots
were excised from the 2-DE with a sterile scalpel. Gel pieces
were washed in 50% (v/v) acetonitrile and 25mM sodium
bicarbonate (pH 8.5) for 15min twice to remove Coomassie
dye. Next, samples were dried in a vacuum after dehydra-
tion with 100% acetonitrile for 10min at room tempera-
ture, followed by rehydration with sequencing-grade
modified trypsin (Promega, Madison, WI) in 25mM
ammonium bicarbonate (pH 8.5) at 378C overnight.
In-gel tryptic digested samples were trapped and desalted
isocratically on an LC-Packing PepMap C18 m-pre-column
cartridge (Dionex, Sunnyvale, CA) and loaded into an
integrated nano-LC-ESI-MS/MS system by an analytical
C18 capillary column connected online to a quadrupole
acceleration time-of-flight, Ultima API, and mass spec-
trometer (Micromass, Manchester, UK). Instrumental
operation, data acquisition, and analysis were carried out
under the full control of Mass-Lynx 4.0 (Micromass). The
1-s survey scans were run over in them/zmass range of 400–
2000. A maximum of three concurrent MS/MS acquisitions
were triggered for 2þ, 3þ, and 4þ charged precursor
detection at an intensity above the predefined threshold.
Product ions were analyzed by the Mascot software (www.
matrixscience.com) using both NCBInr and EST databases.
Parameters for the Mascot search were peptide mass
tolerance of 1 Da, MS/MS ion mass tolerance of 1 Da,
maximally one missed cleavage and tryptic digestion.
Variable modifications included cysteine carbamidomethy-
lation and methionine oxidation [25]. Only proteins with
ion scores >30 were reported.

Confocal microscopy

Purified CD4þ T cells (2" 106) were cultured in chamber
slides (BD Falcon, SanDiego, CA) and activated by anti-CD3

plus anti-CD28 mAbs for 48 h. After removing the
supernatant, cells with or without treatment in 1%
p-formaldehyde (for 5min), were washed twice in PBS.
Cells were incubated with 1% BSA in PBS for 20min,
washed in PBS, and incubated again either with biotin-ALL
(15mg/mL) for 2 h, followed by a second incubation with
FITC-streptavidin at dilution 1:200, or with rabbit anti-
moesin FERM domain mAb, followed by an Alexa Fluor
546-labeled donkey anti-rabbit IgG secondary antibody for
30min at 48C in humidity chamber. Cells were then washed
in PBS and slides were mounted in Vectashield (containing
DAPI dye) at dilution 1:3 in PBS. Cells incubated with FITC-
streptavidin or Alexa Fluor 546-secondary antibody were
used as controls. For colocalization assays, cells were fixed in
1% p-formaldehyde and visualized by microscopy equipped
with the ApoTome.2 confocal system (Carl Zeiss, Oberko-
chen, Germany) using a 63x/1.4 objective lens. The digital
images were processed by AxioVision based on Release 4.8.2
SP1 software (Carl Zeiss, Jena, Germany). The images
were taken under the same exposure, magnification, and
intensification; the processing was the same for all the images
shown.

Statistical analysis

Data were analyzed by Graphpad Prism 5 software (La Jolla,
CA) and Origin 8.5.1 sr2 software (Northampton, UK),
using a Shapiro–Wilk test to reveal population distributions.
Student’s t-test was performed for comparison of variables
that were symmetrically distributed, and values are shown as
mean# standard deviation (SD). To compare groups, an
analysis of variance test followed by Bonferroni’s multiple
comparison test was carried out. Values were considered
statistically significant at P< 0.05.

Results

ALL enhanced proliferation of CD4þ T cells
activated by anti-CD3 antibody

To confirmwhetherALL can act as a costimulatorymolecule,
purified CD4þ T cells were simultaneously stimulated via
immobilized anti-CD3 mAb plus soluble ALL. The results
showed 39.5# 0.6% CD4þ T cell proliferation at 1mg/mL
anti-CD3mAb, which increased 1.7-fold (69.1# 0.9%) in the
presence of 5mg/mL ALL (P¼ 0.03) only at 48 h of cell
culture. However, under these conditions, at 10, 15, or
20mg/mL ALL did not show the highest increase in cell
proliferation. Likewise, ALL alone was unable to induce
CD4þ T cell proliferation, showing (even at high doses)
behavior similar to that of non-stimulated cells (data not
shown). To compare the effect ofALL on CD3-substimulated
CD4þ T cell proliferation versus that mediated by the CD28
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Figure 1. The CD4þ T cell proliferation percentage induced by CD3/A. leucocarpus lectin is comparable to that induced by CD3/CD28.Murine lymphoid
node CD4þ T cells were purified, cultured, and analyzed by flow cytometry and microscopy. (a) Histograms representing cells stained by
carboxyfluorescein succimidyl ester (CFSE) and cultured at indicated times. Cell proliferation (sequential halving of fluorescence intensity) was induced
under indicated conditions using 1mg/mL anti-CD3mAb and either 1mg/mL anti-CD28mAb, or 5mg/mL ALL. (b) Graphic showing the cell proliferation
percentage on different days of culture under the conditions indicated. (c) Representative photographs showingmassive cell clusters shaped via anti-CD3
mAb alone (upper left panel) or in combinationwith either anti-CD28mAb orALL (uppermiddle and right panels) during 48 h of culture. Non-stimulated
cells, and cells cultured with anti-CD28 mAb or ALL or both ALL and anti-CD28 mAb were used as controls (lower panels). Typical clusters of activated
cells are pointed out by arrows. Magnification"20. (d) Measurement in pixel2 from area occupied by activated cell clusters. Results are presented as the
mean# standard deviation from three independent experiments.
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molecule, cells were treated as above, at different times of
culture. In Figure 1a, the analysis by histograms showed that
CD4þ T cell proliferation percentage induced via CD3 plus
ALL (54.8" 2.0%) was comparable to that induced by CD3
plus CD28 at 48 h of culture (63.6" 8.1%). The effect of ALL
on CD3-substimulated CD4þ T cells was maintained until
72 h, whereas costimulation by CD28 persisted until 96 h of
culture (Fig. 1b). On the contrary, no difference was detected
at 24 h of cell culture under any conditions tested (Fig. 1a).
The quantitative analysis showed that proliferation index was
1.1-fold higher in cells activated by anti-CD3/CD28 than
those cells activated by anti-CD3/ALL at 48 h of culture
(Table 1). In both cell stimulations, similar results were
observed through the division index at 48 h; and the values
were the same for cell proliferation index anddivision index at
72 h of cell activation (Table 1). Analysis by microscopy
showed typical cell clusters formed through sub-stimulation
with immobilized anti-CD3 mAb (1mg/mL) alone on
purified CD4þ T cells at 48 h of culture (Fig. 1c). The massive
cell clusters increased in size and number in culture of CD4þ

T cells stimulated via CD3/CD28, which were similar shape in
those cells stimulated via CD3/ALL (Fig. 1c, upper panels).
The quantitative measurement on area occupied by cell
clusters showed a same average value between cells stimulated
by CD3/CD28 and CD3/ALL (Fig. 1d). In contrast, cells
incubated with ALL or anti-CD28 mAb or ALL plus anti-
CD28 mAb exhibited a similar shape than non-stimulated
cells (Fig. 1c, lower panels).

CD4þ T cells stimulated by anti-CD3 mAb plus ALL
produce cytokines

To evaluate cell function, CD4þ T cells were simultaneously
stimulated by anti-CD3 mAb plus ALL. The results showed
similar levels of transcripts for IL-2, TNF-a, TGF-b, and
IFN-g compared to those shown by CD3/CD28-stimulated
CD4þ T cells (Fig. 2a). However, cells activated via CD3/ALL
showed a lower production of mRNA for IL-4 and IL-10

than those cells activated by CD3/CD28. The difference was
statistically significant for both IL-4 (0.06" 0.05 vs.
0.64" 0.19; P¼ 0.005, respectively) and IL-10 (0.19" 0.08
vs. 0.39" 0.07; P¼ 0.03, respectively) (Fig. 2a). With regard
to the levels of soluble cytokines measured in cell culture
supernatant, the IL-2 was 67-fold higher in cells activated by
CD3/CD28 than in those cells activated by CD3/ALL
(P< 0.005). On the order hand, IL-10 was 1.5-fold higher
in the culture supernatant of cells activated by CD3/ALL
than in cells activated by CD3/CD28 (P< 0.05) as shown in
Figure 2b. Other cytokines did not show significant
differences in their amounts, the levels of both IFN-g and
IL-4 were almost undetectable (Fig. 2b). Concerning to the
measurement of intracellular cytokines, there were a higher
percentage of cells positive to IL-2 and TGF-b in the culture
of cells activated by CD3/ALL than in cells activated by CD3/
CD28 (Fig. 2c).

A. leucocarpus lectin recognizes a receptor
associated to lipid rafts

Because freshly obtainedmouse CD4þT cells incubated with
FITC-labeled ALL showed formation of fluorescent patching
and capping on cell surface (data not shown), we examine
whether cholesterol depletion in lipid rafts affects cell
membrane recognition by ALL. For this, CD4þ T cells were
treated with MbCD after activation via CD3/CD28 or CD3/
ALL for 48 h. Results showed that cells sub-stimulated by
immobilized anti-CD3 antibody alone at a dose of 1mg/mL,
a low cell proliferation was observed (Fig. 3, lower left panel).
Under this condition, ALL recognized 27% of the cells,
which was lost after treatment with MbCD (Fig. 3, upper left
panel). In contrast, cells stimulated by anti-CD3 plus anti-
CD28 mAbs, the percentage of ALL-positive cells increased
2.8-fold (Fig. 3, upper middle panel). Similarly, cells
stimulated by anti-CD3 mAb plus ALL, the percentage of
cells positive to ALL increased 2.3-fold (Fig. 3, upper right
panel). Furthermore, the recognition of proliferating cells by

Table 1. Comparative analysis on the cell proliferation of non-stimulated or stimulated CD4þ T cells upon indicated conditions

Non-stimulated
cells

Anti-CD3
mAb

Anti-CD3/CD28
mAbs

Anti-CD3
mAb/ALL

Anti-CD28
mAb ALL

Anti-CD28
mAb/ALL

24 h Div. index 0.06 " 0.01 0.05 " 0.003 0.05 " 0.001 0.05 " 0.03 0.04 " 0.02 0.04 " 0.05 0.04 " 0.02
Prol. index 1.18 " 0.02 1.06 " 0.03 1.09 " 0.007 1.2 " 0.14 1.09 " 0.01 1.19 " 0.15 1.33 " 0.27

48 h Div. index 0.06 " 0.006 0.58 " 0.02 0.87 " 0.04 0.66 " 0.04 0.06 " 0.008 0.15 " 0.05 0.089 " 0.003
Prol. index 1.18 " 0.02 1.3 " 0.17 2.12 " 0.17 1.83 " 0.09 1.36 " 0.06 1.23 " 0.14 1.1 " 0.04

72 h Div. index 0.07 " 0.005 0.39 " 0.02 0.59 " 0.03 0.47 " 0.08 0.18 " 0.02 0.076 " 0.009 0.065 " 0.01
Prol. index 1.19 " 0.04 1.17 " 0.09 2.33 " 0.16 2.32 " 0.11 1.9 " 0.10 1.24 " 0.10 1.16 " 0.10

96 h Div. index 0.08 " 0.008 0.385 " 0.03 0.77 " 0.08 0.32 " 0.04 0.605 " 0.03 2.76 " 0.79 0.016 " 0.005
Prol. index 1.18" 0.02 1.19 " 0.04 2.31" 0.15 1.21" 0.02 1.15 " 0.04 1.92 " 0.26 2.56 " 0.42

Division Index (Div. Index) is the average number of divisions for all cells in the culture. Proliferation Index (Prol. Index) is the measurement for responding
cells, denotes the average number of divisions that cells have undergone.
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Figure 2. The production of cytokines in CD4þ T cells induced by CD3/A. leucocarpus lectin as compared to that induced by CD3/CD28. Murine lymph
node CD4þ T cells were stimulated via CD3/CD28 or CD3/ALL for 48 h. (a) Products from PCR assay for indicated cytokine transcripts were resolved by
10% PAGE–SDS. The amount of cytokinemRNA permicrogram of total RNAwas normalized to the amount of b-actin mRNA by scanning densitometry.
Bars represent mean" standard deviation of three independent experiments, which are expressed as arbitrary densitometry units. (b) Supernatant from
cell cultures was collected and analyzed by CBA kit for measurement of indicated soluble cytokines. Bars represent mean" standard deviation of three
independent experiments. (c) Intracellular cytokines in cells stimulated for 48 h. Bars denote mean of two independent experiments.
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ALL was returned to a background level after treatment with
MbCD (Fig. 3, upper middle and right panels).

A. leucocarpus lectin recognizes two prominent
proteins from lipid rafts

The far-Western blotting analysis of the resulting lipid raft
fractions (isolated from CD3/CD28-activated CD4þ T cells
during 48 h) showed a marked reactivity of ALL on two
bands from fraction 7 (Fig. 4a, middle panel), which were
also recognized by the cholera toxin B subunit (Fig. 4a, lower
panel). Additionally, ALL recognized bands in fractions 5
and 8 but at a lesser extent (Fig. 4a, middle panel). Here, the
cholera toxin B subunit was used as a reagent to confirm the
isolation of lipid rafts. Subsequently, to identify the
cholesterol-rich membrane proteins recognized by ALL, a
far-Western blotting of fractions 5 and 7 was again
performed after 2-DE. In fraction 7, around 40 protein
spots were observed in Coomassie staining (Fig. 4b), where
two prominent protein spots with mobility relatively close to
70 kDa were selected (amplified region in Fig. 4c). The
selected protein spots in turn were recognized by ALL
(Fig. 4d). Same results were obtained from fraction 5, but at a

lower intensity than from fraction 7 (data not shown). The
ALL-recognized protein spots resulting from fraction 7 were
subjected to mass spectrometry and compared with the
protein database. The analyzed protein spots are shown in
Table 2. The number one exhibited a 33% homology to
matricin (gi|347839 NCBInr) with a theoretical mass of
61 kDa, whereas the number two showed 41% identity to
an unnamed protein closely related to moesin, with a
theoretical mass of 67.8 kDa (gi|74186081 NCBInr) and
6.3 pI. This last protein sequence was also analyzed by both
the protein structure prediction system, Phyre2 [26] and
NetOGlyc v 4.0 software [27]. The Phyre2 system showed
90% identity to the FERM domain of moesin, whereas the
second showed nine potential O-glycosylation sites; which
the positions 165, 205, and 206 exhibited 0.68, 0.78, and
0.86 scores, respectively.

Staining by ALL colocalizes with anti-moesin
FERM domain antibody in activated CD4þ T cell
surface

To test whether ALL recognizes a FERM family-bearing
protein, CD4þ T cells were activated via CD3/CD28 for 48 h,

Figure 3. Glycoprotein recognized by A. leucocarpus lectin is associated to lipid rafts. Murine lymph node CD4þ T cells were cultured during 48 h.
Representative histograms of fluorescent cells and dot plots of proliferating cells analyzed by flow cytometry. Cells were activated via anti-CD3 mAb
alone (left panels) or in the presence of anti-CD28 mAb or ALL (middle and right panels). After culture, cells were treated (blue line in histograms) or not
(black line in histograms) with methyl-b-cyclodextrin (MbCD). Next, cells were incubated with biotin-ALL followed by the CyChr-streptavidin (CyChr-SA)
fluorescent staining. CyChr-SA as staining control (gray line in histograms) was used. Results are representative of three independent experiments.
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after, stained with both ALL and anti-moesin FERM domain
mAb. Staining was performed on undamaged cells, since
they had not been treated with permeabilizing reagents. The
fluorescent staining by ALL was observed along of cell
surface only in ALL-positive cells, which seem be concen-
trated at intercellular contact sites (Fig. 5A, D). Interestingly,
the vast majority of cells were recognized by anti-moesin
mAb, and in some cells, the fluorescent staining was also
intense at cellular interaction sites (Fig. 5B, E). Cells
incubated with secondary reagents did not showed fluores-
cent staining (Fig. 5G–I). The colocalization events were

observed at intercellular contact sites in the agglutinated
ALL-positive cells (Fig. 5C, F).

CD4þ T cells activated by anti-CD3/anti-moesin
mAbs secrete cytokines

To examine whether the anti-moesin FERM domain mAb
costimulates CD3-substimulated CD4þ T cells, purified
CD4þ T cells were simultaneously activated by anti-CD3
mAb plus anti-moesin mAb for 48 h. Results showed
activated cell clusters similar to those from cells stimulated

Figure 4. A. leucocarpus lectin recognizes two prominent proteins from lipid rafts. Murine lymph node CD4þ T cells were stimulated by CD3/CD28
during 48 h. (a) Protein bands close to 70 kDa were detected in 7.5% SDS–PAGE and far-Western blotting in isolated cholesterol-rich membrane
fractions (lanes 5–8) and total lysed sample (lane T). Gel was visualized by staining with Coomassie blue (upper panel). By far-Western blotting, ALL
recognized two protein bands (lanes 5, 7–8 and T; middle panel), whereas cholera toxin b subunit (CT-bS) reacted to 5–7 fractions and total lysed sample
(lanes 5–7 and T; lower panel). (b) The 2-DE stained by Coomassie blue shows two close prominent protein spots, (c) which are indicated by numbered
arrows on amplified mode. (d) The same protein spots were also recognized by ALL. Molecular weight markers are indicated alongside the gel. Their
identities are listed in Table 1. The reactivity was visualized by chemiluminescence. Results are representative of six independent experiments.

Table 2. A. leucocarpus lectin far-WB-bound proteins from activated CD4þ T cells identified by LC Ms/Ms

NCBInr accession Spot No* Protein Theoretical mass (kDa) Peptides matched Sequence coverage**

gi|347839 1 Matricin 61 13 33%
gi|74186081 2 Unnamed protein product 67.8 15 41%

Only proteins that showed significant ion scores (>33) are indicated.
*ALL-positive spots identified in Figure 3e.
**Represents the identity or extensive homology (P< 0.05) with the indicated protein.
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by CD3/CD28 or CD3/ALL. The measurement in pixels2 was
312.9! 435.8 to non-stimulated cells; 2492! 1275 to cells
upon stimulation by CD3/CD28; 2629! 1150 to CD3/ALL;
and 2393! 1246 to CD3/moesin. Likewise, level of cytokines
in culture supernatant from cells activated by CD3/moesin
was very similar to those cells activated via anti-CD3 mAb
plus ALL (Table 3). Nevertheless, the concentration of

IL-17A in CD3/ALL-activated cells was higher than CD3/
moesin-activated cells (Table 3).

Discussion

The role of glycans to induce T cell activation can be shown
by the use of lectins, which are proteins or glycoproteins with

Figure 5. Glycoprotein recognized by A. leucocarpus lectin colocalizes with protein recognized by anti-moesin FERM domain antibody in activated
CD4þ T cell surface. Murine lymph node CD4þ T cells were activated via CD3/CD28 for 48 h of culture. Then, non-permeabilized cells were fixed and
stained by triple immunofluorescence. The images are part of a reconstructed Z series, and the individual sections were taken along the x–y axes. (a)
Image from cells stained with biotin-ALL followed by FITC-streptavidin. (b) Image from cells stained by rabbit anti-moesin FERM domain mAb and
followed by an Alexa Fluor 546-donkey anti-rabbit IgG secondary antibody. (c) Merged image from cells stained by ALL (green) and anti-moesin mAb
(red). (d–f) DAPI nuclear staining (blue) was used as a cellular counterstain. (g) Cells stained with DAPI only as control. (h–i) Cells incubated with FITC-
streptavidin or Alexa 546-secondary antibody were used as staining control. Images were visualized by microscopy equipped with the ApoTome.2
confocal system (Carl Zeiss). Data shown are representative of three individual experiments. Arrowheads indicate recognition by ALL and anti-moesin
mAb. Bars 10mm.

Table 3. Soluble cytokines detected in culture supernatant of non-stimulated or stimulated CD4þ T cells upon indicated conditions at 48 h of culture

Non-stimulated cells CD3/CD28 CD3/ALL CD3/Moesin

IL-10 4.8 ! 0.17 2.3 ! 0.03 3.5 ! 0.2* 2.4 ! 0.02*
IL-17A 0.7 ! 0.02 1.3 ! 0.04 0.86 ! 0.02 0.01 ! 0.01
TNF-a 3.0 ! 0.07 1.6 ! 0.02 1.4 ! 0.01 1.3 ! 0.007
IL-6 0.8 ! 0.03 0.4 ! 0.03 0.4 ! 0.01 0.5 ! 0.02
IL-2 0 ! 0 2.71! 0.12** 0.04 ! 0.06** 0.03 ! 0.04**
IL-4 0.2 ! 0.007 0.1 ! 0.01 0.1 ! 0.01 0.07 ! 0.01
IFN-g 0 ! 0 0.02 ! 0.02 0 ! 0 0 ! 0

Mean! Standard deviation. Results are in pg/mL. For kit detection limits, see experimental section.
*P< 0.05.
**P< 0.005.
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reversible binding to their saccharide ligands [28]. The
lectins have at least one non-catalytic domain that recognizes
oligosaccharides in a specific spatial conformation [28]. One
of these lectins, ALL with specificity for GalNAc in either the
Thomsen–Friedenreich antigen (Galb1,3GalNAc a1,O-Ser/
Thr) or Tn antigen (GalNAc a1,O-Ser/Thr) [8] was used in
this work. The role of ALL in T cell costimulation has been
reported [15]; however, we showed that in the absence of
APCs, ALL enhanced CD4þ T cell proliferation when given a
CD3-based stimulation, which was comparable to stimula-
tion via CD3/CD28. The CD28 molecule is known as the
major T cell costimulatory receptor for the production of IL-
2 [29]. Thus, the production of cytokines was determined in
ALL/CD3-stimulated cells; in this sense, non-CD28 T cell
costimulatory molecules have been found to induce
cytokines production. Among these molecules, the stromal
cell-derived factor-1 a costimulates cell proliferation and
production of IL-2, IL-4, IL-10, and IFN-g on activated
CD4þ T cells [30]. Monoclonal antibodies to CD5 or CD9
induce also potent [3H]TdR uptake and IL-2 production on
activated T cells [31]. Likewise, concurrent CD2 and CD48
costimulation enhances CD3-driven T cell activation
concerning both proliferation and synthesis of transcript
for IL-2 and IFN-g [32]. Nevertheless, T cell costimulation
by CD5, CD9, or CD2-CD48 interaction is less efficient than
CD28 [31–32]. In our case, the production of transcripts for
IL-2, TNF- a, TGF-b, and IFN-g in CD4þ T cells activated
via CD3/ALL did not show statistical differences comparing
with those activated via CD3/CD28. Concerning to secreted
cytokines, we observed that IL-2 is more abundant in the
culture of cells activated through CD3/CD28 in comparison
to the other conditions of culture, possibly by positive
feedback during the activation [1]. Although the costimu-
lation via ALL appears to be insufficient for production of
IL-2, the number of cells positive for IL-2 and TGF-b were
higher than the costimulation by CD3/CD28. Altogether our
results suggest that the major ALL-recognized glycoprotein
is able to costimulate the cytokine production, reflecting the
T cell functional activity.
On the basis of that costimulatory molecules are found in

lipid raft during T cell activation and because T cells
incubated with ALL display formation of patching and
capping on cell surface, we used MbCD to deplete
cholesterol from lipid raft after activation of CD4þ T cells.
Previous studies of our laboratory have been shown thatALL
binds 22% non-stimulated CD4þ T cells, and the number of
ALL-positive cells increases three-fold after 24–48 h activa-
tion [13]. The disruption of lipid rafts by treatment with
MbCD caused loss in ALL recognition in cells activated by
48 h, suggesting that ALL binds to glycoproteins recruited or
located in lipid rafts from activated CD4þ T cells. The
membrane raft microdomains are known as the signaling
complexes that process intracellular reaction cascades, where

diverse molecules participate in signal transduction [1]. We
selected two prominent protein spots with molecular mass
close to 70 kDa from lipid raft membranes resolved by two-
dimensional electrophoresis. The two protein spots were
recognized by ALL, one of them showed the highest score of
identity (41%) with an unnamed protein (gi|74186081)
closely related to moesin. This protein sequence was also
analyzed by NetOGlyc 4.0 software [27] showing nine
potential sites for O-glycosylation, of which four of them
exhibited a very high probability of being recognized byALL.
Previous studies have shown that the binding site of ALL
interacts with inner core of the Thomsen–Friedenreich
antigen, and that ALL binds GalNAc residues, which are
separated by four amino acids, whereas GalNAc residue
clusters prevent recognition by ALL [33]. Another analysis
on protein sequence was performed using Phyre2 [26] that
showed 90% identity with the FERM domain of moesin. The
FERM domain defines members of the band 4.1 family,
which includes cytoskeletal proteins, such as the ezrin–
radixin–moesin (ERM) protein family, as well as several
tyrosine kinases and phosphatases [34]. The ERM proteins
play an important role in the interface between plasma
membrane proteins and major cytoskeletal structures that
regulate membrane-associated signalling pathways, as
reviewed [4]. Data from confocal immunofluorescence
staining showed that ALL and anti-moesin FERM domain
mAb colocalized in cellular contact sites, indicating the
presence the O-glycans recognized by ALL in these zones.
Changes in glycosylation of cell surface O-glycoproteins
during T cell activation have been reviewed [2, 35]. The
decrease of acid sialic on activated T cells [36], allows
exposition of GalNAc or Galb1,3GalNAc moieties on cell
surface glycoproteins, which could be recognized by ALL.
However, as observed in immunofluorescence image, some
agglutinated cells were strongly stained by ALL and weakly
bound with anti-moesin mAb and viceversa. Moreover,
other agglutinated cells were not recognized either by ALL or
anti-moesin mAb, suggesting that not all moesin-like
proteins display the same glycosylation profile and that
different O-glycoproteins could be recognized by ALL.
Diverse studies have evidenced the importance of O-glycans
on cell surface because they seem be involved in activation
process of the T cell. Comelli E.M. et al. reported that the
activation of murine T cells lead to a marked decrease of
N-glycans carrying NeuAca2,6Gal and the increase of
O-glycans carrying the disaccharide Galb1,3GalNAc on
the cell surface [37]. Similarly, van Vliet et al. showed that
the activation of human T cells via CD3/CD28 was
accompanied by an increase in the expression of Galb1,3-
GalNAc on the cell surface [38]. We reported in this study
direct visualization of a moesin-like protein on the activated
CD4þ T cell surface. Althoughmoesin is localized in the sub-
membranous cytoskeleton, some authors have reported
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moesin-like proteins on the leukocyte surface [39–40]. Ariel
A. et al. demonstrated that amoesin-like protein is expressed
on a membrane of human resting T cells, which significantly
increased on cell surface after 48 h activation [41]. Interest-
ingly, the anti-moesin FERM domain antibody was able to
enhance CD3-based stimulation in CD4þ T cells after 48 h of
culture, being the first time that an anti-moesin FERM
domain antibody displays a costimulatory function.

Conclusions

Our findings pointed out that the major glycoprotein
recognized by ALL was able to costimulate the production of
cytokines; A. leucocarpus lectin binds two glycoproteins
situated in lipid raft microdomains from activated CD4þ

T cells; one of which showed identity to a moesin-like
protein that was visualised on activated-CD4þ T cell surface;
and that anti-moesin antibody was able to costimulate
CD4þ T cells activated by CD3.
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