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RESUMEN 
La glicosilación es una de las modificaciones más importantes de proteínas y lípidos. Los 

glicoconjugados de la superficie celular desempeñan un papel importante en diversas funciones 

biológicas, como las interacciones célula con célula y señalización celular.  

En el sistema inmunitario las proteínas secretadas y de superficie involucradas en la respuesta 

inmunitaria están glicosiladas. Los glicanos juegan un papel crucial en los contactos 

intercelulares y la migración de leucocitos, estas interacciones son importantes en la activación, 

proliferación de leucocitos y durante la respuesta inmunitaria. Las proteínas inmunitarias clave, 

como el TCR, los antígenos del MHC, los TLR y los anticuerpos también están glicosilados. En 

los linfocitos T las glicosilaciones son importantes para regular los pasos fisiológicos clave como 

el desarrollo y la selección de timocitos, la activación y la señalización, así como la diferenciación 

y proliferación. Sin embargo, hasta este momento hay algunos estudios previos que describen 

las glicosilaciones en las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+, pero aún falta identificar y 

describir glicosilaciones presentes en linfocitos T de memoria. 

La hipótesis es que cada población de linfocitos T CD4+ y CD8+ naïve, memoria central, memoria 

efectora y linfocitos efectores tienen un perfil glucosídico particular. Por lo tanto, al identificar y 

analizar los perfiles de glicosilación en subpoblaciones naïve, memoria central, memoria efectora 

y linfocitos efectores T CD4+ y T CD8+ se puede contribuir a definir perfiles de glicosilación 

específicos para cada subpoblación, que favorezca el reconocimiento de estados funcionales 

celulares que no son actualmente identificables por estudios clásicos de fenotipificación.  

En la etapa experimental se usaron esplenocitos de ratón recién obtenidos, se incubaron con las 

lectinas biotiniladas Canavalina ensiformis ConA, Griffonia/Bandeiraea simplicifolia I GSLI, Vicia 

villosa VVA, Amaranthus leucocarpus ALL, Peanut agglutinin PNA, Sambuccus nigra SNA y 

Maackia amurensis II MAII y Streptavidine Brillant Violet421. Posteriormente se realizó la 

incubación con los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD44, anti-CD62L y anti-CD16/32. Las 

células incubadas fueron analizadas inmediatamente en el citómetro de flujo y posteriormente 

con el software FlowJo con una línea de análisis diseñada para identificar las subpoblaciones 

naïve, memoria central, memoria efectora/efectora con sus respectivas glicosilaciones. 

En los resultados, se identificó la presencia de los glicanos α-manosas y N-acetilgalactosamina 

reconocidas por las lectinas Con A y VVA respectivamente en las subpoblaciones naïve, memoria 

central, memoria efectora y linfocitos efectores (Memef/Ef) tanto de CD4+ como de CD8+. La 
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Isolectina GSLI-B4 que identifica al glicano α-Gal distingue una población negativa y una positiva 

en todas las subpoblaciones analizadas de CD4+ y CD8+. Específicamente en los linfocitos CD4+   

el porcentaje de la población positiva de los linfocitos naïve fue de 89.9%, en Memef/Ef de 95.2% 

y en los linfocitos de memoria central 96.2%. En los linfocitos CD8+, en la subpoblación naïve el 

porcentaje de población positiva fue de 82.3%, mientras que en Memef/Ef fue de 97.9% y en 

memoria central de 88%. El patrón de expresión de las glicosilaciones a las que se une PNA 

también es semejante entre las poblaciones analizadas, en las cuales expresan una población 

positiva, excepto en los linfocitos CD4+ efectoras/memoria efectora, ya que, en esta, hay una 

población positiva de 94.3% y negativa de 5.7%. Las glicosilaciones reconocidas por ALL, tienen 

un patrón de expresión diferente entre linfocitos CD4+ y CD8+. En las subpoblaciones CD4+ hay 

una población positiva y una negativa, mientras que todas las subpoblaciones de CD8+ son ALL+ 

con patrones de expresión semejantes. En las moléculas sialidadas, observamos que las 

moléculas reconocidas por MAA II se expresan a muy altos niveles en todas las subpoblaciones 

de CD4+ y CD8+ mientras que las moléculas reconocidas por SNA fueron las únicas que muestran 

un patrón de expresión particular en cada subpoblación. En la subpoblación Memef/Ef CD8+ se 

observa una población SNA++ con un porcentaje de 18.6% y una IMF de 14204 es decir con 

mayor nivel de expresión al glicano que reconoce SNA y otra población SNA+ con un porcentaje 

de 59.8% pero con una IMF de 507, es decir con menor expresión.  

Lo cual quiere decir que la población SNA+ en los linfocitos de memoria efectora, pudiera 

corresponder a linfocitos efectores que han perdido su ácido siálico al activarse, y producen 

citocinas como el IFN- γ o bien se convierten rápidamente en citotóxicos, sin embargo, no 

proliferan mucho, mientras que la población con alto nivel de expresión, es decir la población 

SNA++, podría considerarse linfocitos de memoria efectora, aun sin activarse. Esto es importante 

porque la lectina SNA podría utilizarse como un marcador fenotípico de diferenciación una célula 

de memoria efectora a una efectora en el modelo murino.  
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ABSTRACT 
Glycosylation is one of the most important modifications of proteins and lipids. Glycoconjugates 

from the cell surface perform an important role in several biological functions, such as cell-cell 

interactions and cellular signalling.  

The majority of cell surface and secreted proteins involved in the immune response are 

glycosylated. Glycans play a crucial role in intercellular contacts and leukocyte migration. These 

interactions are important in activation, proliferation of leukocytes, and during the immune 

response. The key immune proteins, such as TCR, MHC, TLR, and antibodies are glycosylated. 

Glycosylations are important in lymphocytes for regulating the key physiological steps within T 

cell biology, such as development and thymocyte selection, activation, and signalling, as well as 

differentiation and proliferation. However, there have been no prior studies until now that identify 

or describe glycosylations present in the subpopulations of CD4+ and CD8+ memory T cells.  

We therefore used recently derived mouse splenocytes to identify and analyze glycosylation 

profiles in naïve, central memory, and effector memory/effector subpopulations of the CD4+ and 

CD8+ T cells. These were stained with the biotinylated lectins Canavalina ensiformis ConA, 

Griffonia/Bandeiraea simplicifoilia I GSLI, Vicia villosa VVA, Amaranthus leucocarpus ALL, 

Peanut agglutinin PNA, Sambuccus nigra SNA, and Maackia amurensis II MAII and Streptavidina 

Brillant Violet421.  Staining was later performed with the antibodies CD3, CD4, CD44 CD62L, and 

CD16/32. The stained cells were immediately recorded in the flow cytometer and analyzed using 

FlowJo with a line of analysis designed to identify naïve, central memory, and effector 

memory/effector subpopulations with their respective glycosylations. 

These results identified the presence of the α-mannose glycan and N-Acetylgalactosamine, 

recognized by the ConA and VV lectins respectively, in the naïve, central memory, and effector 

memory/effector subpopulations of both CD4+ and CD8+. The GSLI-B4 isolectin, which identifies 

the α- Gal/GalNAc glycan, expresses both a negative and a positive population in all 

subpopulations analyzed. The expression pattern of the glycosylations that PNA binds to is also 

similar among the populations analyzed, in which a positive population is expressed, except in 

the CD4+ effector memory/effector cells, as these have both a positive and a negative population. 

Moreover, the glycosylations recognized by ALL have a different expression pattern between 

CD4+ and CD8+ cells. Interestingly, a notably larger percentage of ALL- cells are concentrated in 

the naïve population, while all CD8+ populations are ALL+ with similar expression patterns. In the 

sialylated molecules, we observe that the molecules recognized by MAA II are expressed at very 
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high levels in all CD4+ and CD8+ subpopulations, while the molecules recognized by SN were the 

only ones to display a particular expression pattern in each subpopulation. In the CD4+ and 

CD8+effector memory/effector cells, a population with a higher level of expression of the SN++ 

lectin and another population with a lower SN+ expression are observed in both cell types. 

However, this is more evident in the CD8+ cells.  

The above means that the SN+ population in the effector memory cells could correspond to 

activated cells, while the population with a high level of expression could be effector memory cells. 

This is important because the SNA lectin could be used as a phenotype marker to distinguish an 

effector memory cell from an effector in the murine model.  
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ABREVIACIONES______________________________________ 

 
AcMo                    Anticuerpos monoclonales 

ALL                       Lectina Amaranthus leucocarpus  

ConA                    Canavalina ensiformis  

CRD                     Dominios de Reconocimiento de Carbohidratos 

cECT                    Células epiteliales de la corteza tímica  

GalNAc                 N-acetilgalactosamina 

GBP                      Proteínas de unión a glicanos 

GlcNAc                 N-acetilglucosamina 

GSL-I                    Lectina Griffonia/Bandeiraea simplicifolia I 

IMF                       Intensidad Media de Fluorescencia  

Ig                          Inmunoglobulinas 

Linfocitos TC        Linfocitos T citotóxicos 

Linfocitos TH        Linfocitos T cooperadores 

Memef/Ef               Células de memoria efectora y linfocitos efectores 

MA II                     Lectina Maackia amurensis  II 

ManNAc               N-acetilmanosamina 

ManNAc-6P         N-acetilmanosamina-6-fosfato 

mTEC                  Células epiteliales de la médula tímica 

Neu5Ac               Ácido N-acetilneuramínico 

Neu5Ac-9P   Ácido N-acetilneuramínico-9-fosfato 

Neu5Gc              Ácido N-glicolilneuramínico 
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OST                    Complejo Enzimático Oligosacariltransferasa 

PNA                   Arachis hypogaea (Peanut) 

PSA                   Ácido polisialico 

SNA                   Lectina Sambucus nigra  

Tcm                   Células T memoria central  

Tem                   Células T memoria efectora  

Trm                    Células T de memoria residentes 

UDP-GlcNAc      UDP-N-acetilglucosamina 

VVA                    Aglutinina Vicia villosa 
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I.- INTRODUCCIÓN 

1.1 Linfocitos T 

Los linfocitos T son células del sistema inmune adaptativo que maduran en el timo a partir de 

progenitores linfoides comunes provenientes de la médula ósea. Las subpoblaciones de linfocitos 

T CD4+ y CD8+ egresan del timo y viajan a través del sistema circulatorio para poblar los órganos 

linfoides secundarios. Los linfocitos T expresan receptores de antígeno (TCR, por siglas en 

inglés) distribuidos de forma clonal, cada uno específico frente a un determinante antigénico 

diferente e inician la respuesta inmunitaria adaptativa al interactuar, por medio de su TCR, con 

complejos de MHC/péptido en células presentadoras de antígeno que han quedado expuestas a 

agentes patógenos. 1-3  

Los linfocitos T se originan en la medula ósea y completan su maduración en el timo, donde 

existen tres tipos de células epiteliales tímicas que tienen funciones importantes en la producción 

de linfocitos T. Las células nodriza epiteliales, que están en la corteza exterior, células epiteliales 

de la corteza tímica (cECT), que forman una red epitelial y las TEC medulares, que se organizan 

principalmente en racimos. Estos tres tipos de células epiteliales tienen diferentes funciones en 

la proliferación, maduración y selección de los timocitos.3-4 Al ingresar al timo, los timocitos 

carecen de los correceptores CD4 y CD8.  Pasan por cuatro estadios de maduración durante los 

cuales ocurre el reordenamiento de la cadena  del TCR seguida de la formación del pre-TCR. 

Al emitir señales el pre TCR promueve la maduración de las células y una rápida proliferación de 

estas en la corteza subcapsular, así como una supresión del reordenamiento de genes que 

codifica para la cadena β del TCR. Esto da lugar a la exclusión alélica del locus de la cadena β, 

y al inicio del reordenamiento de la cadena α del TCR2-5  .Posteriormente, el  timocito DP (Doble 

positivo, CD4+CD8+) expresa exitosamente una cadena TCRα que se asociará con la cadena 

TCRβ dando lugar al TCR maduro que sustituirá al pre-TCR.26 Estas células DP que expresan 

un complejo TCRαβ son las más abundantes en el timo, residen en la corteza, se mueven 

activamente dentro del microambiente cortical buscando la interacción de su TCR con moléculas 

del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por siglas en inglés) asociadas a péptidos 

propios, un proceso crucial para la  selección timica.5  En la selección positiva, se elegirá aquellos 

timocitos capaces de reconocer antígenos mostrados por moléculas del MHC propio, que se 

expresan en las células epiteliales de la corteza tímica. En esta etapa, el suceso crítico es que 

el TCR reconozca a las moléculas del MHC, con la intensidad correcta. El reconocimiento será 

exitoso en función de la avidez del TCR por la molécula del MHC, ya que tanto las interacciones 
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con alta como con baja avidez darán como resultado la eliminación de esos timocitos, y serán 

únicamente exitosos aquellos que hayan mostrado una avidez intermedia, asegurando así la 

eficacia del reconocimiento de los linfocitos Т a las moléculas del MHC propias4. 

Los timocitos seleccionados positivamente se trasladan a la médula tímica donde interactúan con 

los auto-péptidos que se muestran en el microambiente medular, y continúan con el proceso de 

maduración fenotípica y funcional. Durante la selección negativa, las interacciones fuertes entre 

TCR y el péptido propio-MHC favorecen la apoptosis de los linfocitos T, evitando la maduración 

y la emigración de linfocitos T fuertemente autorreactivas y con el potencial de montar una 

respuesta autoinmune en la periferia. 6-7 

 

FIGURA 1. Maduración de los linfocitos T. Los progenitores de los linfocitos T ingresan al timo. El desarrollo de etapas 

secuenciales de timocitos doble negativos (DN) se acompaña de un movimiento hacia afuera de las células hacia la zona subcapsular. 

Las células doble positivas (DP) se mueven a través de la corteza y escanean las células epiteliales tímicas corticales (cETC) para 

seleccionar moléculas MHC de clase I y II de manera positiva. Después de la selección positiva y el compromiso del linaje CD4 o 

CD8, los timocitos positivos simples (PS) se reubican rápidamente en la médula, donde analizan las células presentadoras de 

antígenos medulares en su mayoría células dendríticas (DC) y TEC medulares (mTEC). Figura tomada de Klein L. 2009. Antigen 

presentation in the thymus for positive selection and central tolerance induction. 

Después de completar su maduración los timocitos SP maduros abandonan el timo como 

emigrantes tímicos recientes (RTE) y se unen a la población de linfocitos periféricos. Los RTE 

son funcionalmente diferentes de los linfocitos T naïve maduros, ya que los RTE muestran una 

menor capacidad de proliferación y producción de citocinas. Adquieren una competencia 

funcional completa en los órganos linfoides secundarios que se identifica por la expresión de 

http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0026-17422017000500036#B4
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CD45RA en su superficie y circulan continuamente entre los órganos linfoides secundarios y la 

sangre a través del receptor de quimiocinas CCR7 y el ligando CD62L.6,8-9 En los seres humanos, 

los linfocitos T naïve expresan CD45RA y carecen de expresión del marcador asociado a la 

memoria CD45RO. Se requiere la expresión de al menos un marcador adicional de linfocitos T 

naïve como CCR7, CD62L o CD27 para distinguirlas. 

El linfocito T naïve, circula continuamente por la sangre, linfa, tejidos linfoides secundarios y 

ganglios linfáticos, en busca de su antígeno. Cuando encuentra a una célula dendrítica (DC por 

sus siglas en ingles) que exprese un MHC-péptido al cual pueda unirse, iniciará un programa de 

activación donde se efectuará una polarización funcional en las células. Dependerán de las 

citocinas inductoras que estén presentes, el tipo de células que se formarán, por ejemplo, Th1, 

Th2, Th9, Th17 12 

 

 

FIGURA 2. Moléculas involucradas en la activación de linfocitos T. La célula T reconoce el complejo MHC/péptido 

en la APC a través de su TCR y recibe señales adicionales por moléculas coestimuladoras. Figura tomada de Mary 

Cavanagh, Science Museum London, UK Updated by – Emily Gwyer Findlay, University of Edinburgh, UK. Bite sized 

Immunology. British society of immunology. 

 

Durante una respuesta inmunitaria, las células presentadoras de antígenos (APC) procesan y 

presentan péptidos extraños en los surcos del MHC de clase I o clase II en su superficie celular, 

la expresión de MHC II está restringida a APC, mientras que MHC I está presente en la mayoría 

de las células nucleadas.11 El TCR de los linfocitos T CD4+ reconoce péptidos unidos a moléculas 
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MHC II, mientras que el CD8+ reconoce péptidos unidos a moléculas MHC I. Las moléculas MHC 

I unen péptidos de proteínas intracelulares procesadas en el citoplasma de las células nucleadas 

por estructuras llamadas proteasomas, el acoplamiento del péptido ocurre en el retículo 

endoplásmico; Una vez formado el complejo péptido-molécula clase I, este se transporta a la 

membrana celular. El MHC II presenta péptidos de proteínas extracelulares endocitadas por las 

APC, procesadas en los lisosomas para obtener el péptido y acoplarlo dentro la vesícula 

previamente formada en el retículo endoplásmico. Las bases del reconocimiento antigénico por 

parte de los linfocitos T comprenden la interacción de diversas estructuras, entre ellas la molécula 

de MHC, el antígeno, la molécula correceptora CD4 o CD8 y el receptor de antígenos T (TCR)  

Las DC migran desde la periferia a los ganglios linfáticos, aquí, las células hacen movimientos 

de rastreo, lo que proporciona un área extensa en la que los linfocitos naïve entran en contacto 

con las DC para explorar la amplia gama de antígenos. Los linfocitos T, se pueden encontrar en 

cualquier tejido, pero están más concentrados en los órganos linfoides secundarios.13 Cuando 

los linfocitos T reconocen el complejo MHC-Ag en la DC se forma la sinapsis inmunológica (SI) 

y comienza la activación de linfocitos T naïve. Esto requiere al menos dos señales, una 

desencadenada por el complejo MHC-péptido y otra por moléculas coestimuladoras como 

CD80/CD86 y su interacción con CD28. CD28 se expresa de forma constitutiva en linfocitos T 

humanos y murinos; y tras la unión con CD80 o CD86, CD28 entrega una señal coestimuladora 

positiva, induciendo la producción de IL-2 a través de mecanismos transcripcionales y 

postranscripcionales, e inicia señales de supervivencia para linfocitos T a través de la vía Bcl-

XL.12  Por su parte CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), no se expresa en los linfocitos 

T naïve, pero se induce transcripcionalmente después de la activación de los linfocitos T14, emite 

una señal negativa, que antagoniza las señales de CD28 y, por lo tanto, limita la magnitud y 

duración de la activación de los linfocitos T.14-15  

Las citocinas inductoras producidas durante la activación, provocan una diferenciación celular 

específicamente de los linfocitos CD4+ a Th1, Th2, Th9 y Th17.16 

La diferenciación hacia Th1, es favorecida por la interleucina 12 (IL-12) y el interferón γ (IFN-γ). 

(Figura 3) El factor de transcripción involucrado en la diferenciación a Th1, es T-bet.16 Estos 

linfocitos participan en la eliminación de patógenos intracelulares y se asocian con autoinmunidad 

específica de órganos. IL-4 e IL-2 son fundamentales para la diferenciación de Th2 y el principal 

factor de transcripción implicado en la diferenciación del linaje es GATA 3, estos linfocitos 

generan una respuesta inmunitaria a los parásitos extracelulares, incluidos los helmintos, y 
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desempeñan un papel importante en la inducción y persistencia del asma y de otras 

enfermedades alérgicas.17-18 Los Th1 fueron inicialmente caracterizadas como un subconjunto 

de células Th2, se encontró que TGF-β desvía la diferenciación de Th2 hacia el desarrollo de 

células Th9. Además, TGF-β en combinación con IL-4 induce directamente la diferenciación de 

los linfocitos Th9. Los linfocitos Th9 se relacionan con enfermedades inflamatorias, incluidas las 

enfermedades alérgicas.16-19   Los linfocitos Th9 se relacionan con enfermedades inflamatorias, 

incluidas las enfermedades alérgicas.16-19 Las citocinas características producidas por el 

subconjunto Th9 son IL-9 e IL-10. La secreción de IL-9 dependiente de IL-2 se potencia 

sinérgicamente mediante una combinación equilibrada de TGF-β e IL-4 y se inhibe con IFN-γ. Se 

ha demostrado que el factor de transcripción activador de células B (BATF) es necesario para el 

desarrollo de linfocitos Th9, Th17, células auxiliares foliculares T y posiblemente linfocitos Th2. 

El factor de cambio entre los subconjuntos Th2 y Th9 es PU.1, que pertenece a una familia de 

factores de transcripción ETS. El PU.1 promueve específicamente el desarrollo de células 

secretoras de IL-9 y restringe el programa genético Th2.121 

Finalmente, en la respuesta Th17, IL-6, IL-21, IL-23 y TGF-β son las principales citocinas de 

señalización implicadas en la diferenciación, su factor de transcripción característico es ROR-γt 

y es responsable de montar la respuesta inmunitaria contra bacterias y hongos extracelulares. 

También participan en la generación de enfermedades autoinmunes.19-20 
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FIGURA 3. Los distintos fenotipos de células T CD4+ efectoras se asocian con diferentes tipos de patógenos y patologías 
inmunitarias. A) Las células Th1 están asociadas con infecciones bacterianas, protozoarias y virales. Producen INF-gamma, IL-2 y 

factor de necrosis tumoral beta (TNF-β) y promueven la actividad microbicida en los macrófagos. B) Las células Th2 producen IL-
4/IL-5/IL-13+ que inducen la liberación de mediadores tóxicos de los mastocitos y los eosinófilos, promueven la contractilidad epitelial 
y la producción de moco. Las respuestas de Th2 están asociadas con la enfermedad alérgica. C) Las citocinas características 

producidas por el subconjunto Th9 son IL-9 e IL-10. Los linfocitos Th9 carecen de función supresora y promueven la inflamación de 

los tejidos. D) Las infecciones bacterianas y fúngicas extracelulares impulsan las células IL-17+ Th17 que promuevan la actividad de 

los neutrófilos y la liberación de péptidos antimicrobianos del epitelio. REF: Figura adaptada de Hilligan, K. L., & Ronchese, F. (2020). 
Antigen presentation by dendritic cells and their instruction of CD4+ T helper cell responses. Cellular & molecular immunology, 17(6), 
587–599 

 

Los linfocitos T CD8+ tienen un papel citotóxico importante en la protección contra infecciones y 

reinfecciones de patógenos intracelulares como virus. Cuando una célula T CD8+ reconoce su 

antígeno y se activa, tiene tres mecanismos principales para matar las células infectadas con 

virus. La primera es la secreción de citocinas como TNF-α e IFN-γ con efectos antitumorales y 

antimicrobianos, la segunda es vía producción y liberación de gránulos citotóxicos que contienen 

dos familias de proteínas, las perforinas y granzimas. Las perforinas forman un poro en la 
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membrana de la célula diana, similar al complejo de ataque a la membrana del complemento. 

Este poro permite que las granzimas entren en las células infectadas o malignas. Las granzimas 

son enzimas serina proteasas que procesan las proteínas en el interior celular, bloqueando la 

producción de proteínas virales, provocando la apoptosis de la célula diana. La tercera es a 

través de interacciones Fas/FasL activando la vía de caspasas. Finalmente, tras la eliminación 

de las celulas infectadas o transformadas, la población de linfocitos T CD8+ se contrae por 

apoptosis, dejando una pequeña población de células que se convierte en linfocitos T de 

memoria.13 

1.2 Células de Memoria 
La memoria es una de las principales características del sistema inmunológico adaptativo. Es el 

resultado de la expansión clonal y la diferenciación de linfocitos específicos de antígeno que, 

persisten durante toda la vida. Los linfocitos T de memoria confieren protección inmediata en los 

tejidos periféricos28 

Las células de memoria central (TCM) y las células de memoria efectora (TEM), se definieron 

inicialmente en humanos en función de dos criterios distintos: (a) la ausencia o presencia de 

función efectora inmediata y (b) la expresión de integrinas y receptores de quimicionas que 

permiten que las células migren a órganos linfoides secundarios frente a tejidos no linfoides. Las 

TCM humanas son células de memoria CD45RO+ que expresan constitutivamente CCR7 y 

CD62L, (Ver Tabla 1) dos receptores que también son característicos de las células T naïve, 

necesarias para la extravasación celular a través de las vénulas del endotelio alto (HEV) y la 

migración a las áreas de células T de órganos linfoides secundarios.29 En comparación con las 

células T naïve, las TCM tienen una mayor sensibilidad a la estimulación antigénica, son menos 

dependientes de la coestimulación y regulan positivamente el CD40L, proporcionando así una 

retroalimentación estimuladora más eficaz a las DC y las células B. Después de la activación del 

linfocito T por medio del TCR, la TCM produce principalmente IL-2, pero después de la 

proliferación se diferencian en células efectoras.30-31 Las TEM humanas son células de memoria 

que han perdido la expresión constitutiva de CCR7, CD62L y CD27, pero expresan CD45RO+10-

12. En comparación con las TCM, las células TEM se caracterizan por una función efectora rápida. 

Los linfocitos CD8+ TEM transportan grandes cantidades de perforina, y tanto CD4+ como CD8+ 

producen IFN-γ, IL-4 e IL-5 pocas horas después de la estimulación antigénica. En los seres 

humanos, el grupo de TEM contiene Th1, Th2, Th9 y TH17. Las proporciones relativas de TCM 

y TEM en sangre varían en los compartimentos CD4+ y CD8+; TCM es predominante en linfocitos 
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CD4+ y TEM en linfocitos CD8+. Sin embargo, dentro de los tejidos, TCM y TEM se distribuyen 

en patrones característicos, ya que mientras las TCM se encuentran enriquecidas en ganglios 

linfáticos y amígdalas, los pulmones, el hígado y el intestino contienen mayores proporciones de 

TEM.32 

En resumen, los subconjuntos celulares funcionales para este trabajo de investigación, los 

podemos clasificar como TCM y TEM utilizando receptores de quimiocinas y otros marcadores. 

Sin embargo, cabe señalar que algunos de estos marcadores se modulan rápida y 

transitoriamente tras la activación celular. 32-33 

Las células T de memoria muestran un umbral de activación bajo y una proliferación vigorosa. 

Aunque tanto TCM como TEM tienen una alta capacidad de respuesta a la estimulación 

antigénica, el potencial de expansión disminuye de TCM a TEM. La capacidad proliferativa 

reducida se correlaciona con una disminución en la longitud de los telómeros y con una mayor 

propensión a sufrir apoptosis. Estas limitaciones intrínsecas pueden ser anuladas por la 

coestimulación, que induce la actividad de la telomerasa y la regulación positiva de las moléculas 

antiapoptóticas. 31-33 
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Tabla 1. Características de las células de Memoria. Ref. Adaptada de Busch et al. Role of memory T cell subsets for adoptive 

immunotherapy. Semin Immunol. 2016 February ; 28(1): 28–34. 

 

1.3 Glicosilación 
 

La glicosilación de proteínas es el proceso enzimático de agregar carbohidratos a sitios 

específicos en proteínas nacientes. Los glicanos unidos a las glicoproteínas se dividen en tres 

categorías: N-glicanos, enlazados con asparagina; O-glicanos de tipo mucina, unidos a 

serina/treonina y de tipo O-GlcNAc por N-acetilglucosamina enlazados con Ser/Thr. Muchas 

proteínas nucleares y citoplasmáticas se O-glicosilan mediante la adición de una sola N-

acetilglucosamina (GlcNAc) a residuos de serina o treonina por la O-GlcNAc transferasa (OGT), 
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mientras que esencialmente todas las proteínas de membrana secretadas e integrales se 

glicosilan dentro del retículo endosplásmico (RE) y aparato de Golgi por enlaces N u O.34 

Los O-glicanos clásicos se construyen de novo directamente sobre la proteína dentro del aparato 

de Golgi, que se inicia mediante la adición de un grupo de N-acetilgalactosamina (GalNAc) a un 

hidroxilo de la cadena lateral de los residuos de aminoácidos serina o treonina, por una enzima 

de la familia de transferasas polipeptídicas GalNAc (ppGalNAcTs), de ahí el nombre "O-

enlazado". Si no se añaden más carbohidratos, la única GalNAc se conoce como antígeno Tn; 

sin embargo, estas estructuras generalmente se construyen mediante la acción secuencial de 

las enzimas residentes en Golgi para formar glicanos maduros, que se clasifican en ocho 

"núcleos" (Núcleo 1-8) dependiendo de los carbohidratos proximales y su enlace con el GalNAc 

inicial. Por ejemplo, la adición de un residuo de galactosa (Gal) por enlace β1,3 a GalNAc 

convierte el antígeno Tn en el glucano Core 1 (también conocido como antígeno T). La adición 

de un residuo de GlcNAc al glucano Core 1 por enlace β1,6 crea el glucano Core 2. Los otros 

glicanos del núcleo son variaciones sobre este tema, con diferentes carbohidratos y enlaces 

próximos a la GalNAc inicial. En todos los casos, estos glicanos se alargan aún más a estructuras 

muy complejas que llevan una variedad de carbohidratos en múltiples combinaciones y enlaces 

glicosídicos, incluidos los ácidos siálicos terminales, Gal, GalNAc, GlcNAc, fucosa (Fuc) y 

otros.38-39,43 
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Figura 4. Esquema de las vías de O-glicosilación (A) y N-glicosilación (B).  El esquema muestra simplificados los dos 

tipos de glicosilación principales sobre proteínas, la N- y la O-glicosilación. La O-glicosilación ocurre más tardíamente en el Golgi, 

sobre los aminoácidos serina y treonina.  La N- glicosilación consiste en la adición de glicanos en un residuo de asparagina de una 

proteína alrededor de una región consenso –N-X-S/T (X no puede ser prolina), El proceso de N- glicosilación comprende la 

modificación secuencial de un glicano inicial básico rico en manosas por parte de distintas glicosidasas y glicosiltransferasas. Durante 

el proceso de formación de N glicanos complejos, es crítica la actividad secuencial de las enzimas N-acetilglucosaminiltransferasas 

(Mgat1; 2, 4 y 5) 
 

Por el contrario, los N-glicanos comienzan como una estructura central relativamente grande que 

inicialmente se sintetiza como un precursor de lípidos en la cara citoplasmática de la membrana 

del RE, se mueve hacia el lumen del RE durante la síntesis por la flipasa localizada en el RE, y 

se añade a los polipéptidos nacientes en la amina primaria disponible en las cadenas laterales 

del residuo de asparagina dentro de la secuencia de consenso NxS/T. Aunque no todos los sitios 

NxS/T están glicosilados, esta transferencia se cataliza en el RE por el complejo enzimático 

oligosacariltransferasa (OST).40 

En el RE, los N-glicanos juegan un papel importante en el control de calidad del plegamiento de 

proteínas al mediar interacciones con chaperonas residentes en RE como calreticulina y 

calnexina; sin embargo, una vez fuera del RE y en el Golgi, los N-glicanos de las proteínas 

nacientes se recortan a estructuras de "alto contenido de manosa" dominadas por manosas 

terminales antes de reconstruirse en los complejos N-glicanos comunes a las glicoproteínas de 
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mamíferos.42 La transición entre un N-glicano con alto contenido de manosa y un N-glicano de 

tipo complejo es la adición de un GlcNAc en un brazo del núcleo de manosa por GlcNAcT1 

(Mgat1). Esta estructura de glicano de transición con un solo GlcNAc (que puede alargarse con 

los otros carbohidratos) y residuos de manosa terminales en los otros brazos se denomina N-

glicano “híbrido”. Tras la adición posterior de residuos de GlcNAc, los N-glicanos entran en la 

categoría de "N-glicanos complejos", y cada GlcNAc adicional representa una nueva "rama" de 

glicanos. A medida que se agregan estas ramas de GlcNAc, es común denominar a los N-

glicanos resultantes bi-, tri- y tetra-antenarios, basándose en cuántas ramas están presentes. 

Los N-glicanos se desarrollan típicamente en estructuras con al menos dos ramas (bi-antenarias) 

y se acumulan a través de la acción secuencial de las enzimas de Golgi de la misma manera que 

los O-glicanos.38-42 

 

Figura 5. Síntesis de glicoproteínas. La glicosilación de tipo N se inicia en el retículo endoplásmico, donde se unen a la 

proteína diana transfiriendo el resto glicosídico presente en DolP al residuo Asn en la secuencia Asn-X-Ser / Thr, y más tarde al 
aparato de Golgi. donde la porción glicosídica se alarga y adquiere una conformación de N-glicano de tipo oligomanosa o tipo híbrido 
o tipo complejo. Las glicoproteínas O GlcNAciladas se sintetizan en el citosol, núcleo o mitocondrias mediante la adición de GlcNAc 
en residuos de Ser / Thr. Los O-glicanos de tipo mucina se sintetizan y alargan en el aparato de Golgi, su síntesis ocurre en un 

residuo Ser / Thr formando el antígeno Tn, precursor del núcleo 1 o núcleo 3. Ref: Wilton Gómez-Henao , Eda Patricia Tenorio , 
(2020): Relevance of glycans in the interaction between T lymphocyte and the antigen presenting cell, International Reviews of 

Immunology 45. 
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La glicosilación participa en el plegamiento de proteínas, además, tiene implicaciones directas 

para el desarrollo de procesos biológicos como diferenciación celular, apoptosis, transducción de 

señales, adhesión y migración celular; y los defectos en los procesos de glicosilación pueden 

conducir al desarrollo de enfermedades autoinmunes y otras patologías38. Por ejemplo, el 

glucocálix que es la zona periférica rica en oligosacáridos, glicanos, lipopolisacáridos y 

proteoglicanos en las células eucariotas representa una barrera física de protección, así como 

elementos importantes para el mantenimiento de la estructura, porosidad y la integridad de los 

tejidos. Dichas moléculas también pueden contener sitios de unión para otros glicanos 

específicos, que, a su vez, ayudan a la organización general del glicocálix. La ubicación externa 

de los glicanos en la mayoría de las glicoproteínas puede proporcionar un escudo general, 

protegiendo el polipéptido subyacente del reconocimiento por las proteasas, bloqueando la unión 

de anticuerpos e incluso (en el caso de las mucinas) protegiendo superficies de tejido completas 

de la unión microbiana.39-40 

Los glicanos tienen muchas funciones biológicas específicas en el reconocimiento célula con 

célula, un ejemplo es la familia de moléculas de adhesión selectina, que reconocen glicanos en 

ligandos y median interacciones críticas entre células sanguíneas y vasculares en una variedad 

de situaciones normales y patológicas. Algunos sitios de reconocimiento críticos son en realidad 

combinaciones de glicanos y proteínas. Por ejemplo, la P-selectina reconoce el ligando de 

selectina genérico sialil Lewis x con alta afinidad solo en el contexto de los 13 aminoácidos amino-

terminales del ligando 1 de la glicoproteína de P-selectina (PSGL-1), que incluyen los residuos 

de tirosina sulfatados requeridos.42-43 

 

1.4 Ácido siálico 
Los ácidos siálicos son cetoácidos (ácidos orgánicos que contienen un grupo funcional cetona y 

un grupo carboxilo) con un esqueleto glucídico de nueve carbonos, están cargados 

negativamente y se descubrieron en mamíferos, tienen en su estructura un anillo piranósico 

constituido por cinco carbonos y un oxígeno formado por un hemiacetal en conformación en 

silla.46  En los glicoconjugados que existen en la naturaleza, los ácidos siálicos se presentan sólo 

en la configuración α excepto en un donador rico en energía, el CMP-ácido siálico, donde el 

carbono anomérico se encuentra en configuración β. Los ácidos siálicos más abundantes en la 

naturaleza son el Neu5Ac y el ácido N-glicolilneuramínico (Neu5Gc) que difieren en el radical 

que se encuentra unido al carbono de la posición 5.46-47 (Ver figura 5) 
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Figura 6. Los tres ácidos siálicos más frecuentes ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac), ácido N-glicolilneuramínico 

(Neu5Gc) y ácido N-acetil-9 O-acetilneuramínico (Neu5,9Ac2), en la figura denominada Neu5Ac9Ac. Ref: Schauer R. Sialic acids as 

regulators of molecular and cellular interactions. Curr Opin Struct Biol. 2009 Oct;19(5):507-14. 

 

La biosíntesis de Neu5Ac comienza con la formación de N-acetil-D-manosamina (ManNAc) 

desde UDP-N-acetil-D-glucosamina (UDP-GlcNAc) en el citosol, por acción de la enzima UDP-

GlcNAc-2-epimerasa. La ManNAc es fosforilada mediante ManNAc cinasa obteniéndose N-

acetil-D-manosamina-6-fosfato (ManNAc-6P) que posteriormente se condensa con el 

fosfoenolpiruvato para generar ácido N-acetilneuramínico-9-fosfato (Neu5Ac-9P) mediante la 

Neu5Ac-9P sintasa. Este último compuesto (Neu5Ac-9P) es desfosforilado para obtener Neu5Ac 

por la enzima Neu5Ac-9P fosfatasa. La forma activa de ácido siálico, CMP-ácido siálico, es 

generada a partir de citidín trifosfato (CTP) y Neu5Ac en el núcleo mediante la CMP-Neu5Ac 

sintetasa. En su itinerario, el CMP-Neu5Ac puede ser modificado a CMP-Neu5Gc por la enzima 

CMP-NeuAc hidroxilasa en el citosol. El CMP-ácido siálico (CMPNeu5Ac y CMP-Neu5Gc) es el 

sustrato de las sialiltransferasas que incorporan los cetoácidos en cadenas nacientes de 

glicoproteínas y glicolípidos en el aparato de Golgi. La transferencia de ácido siálico a los 

oligosacáridos se da a partir de un azúcar donador activado (CMP-NeuAc), y es catalizada por 

una familia de enzimas llamadas sialil transferasas (STs), estas enzimas se encuentran ancladas 

a la membrana de la red trans del aparato de Golgi. A la fecha, se conocen 20 sialiltransferasas 

las cuales presentan diferencias en la afinidad por el sustrato que reconocen y se clasifican en 

función del tipo de enlace que forman46-48 
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Figura 7. Metabolismo de ácidos siálicos en células eucariotas. 1, UDP-GlcNAc-2- epimerasa; 2, ManNAc cinasa; 3, 

Neu5Ac-9P sintasa; 4, Neu5Ac-9P fosfatasa; 5, 7 y 10, Permeasa; 6, CMP-Neu5Ac sintetasa; 8, Hidroxilasa; 9, Sialiltrasferasa; 11, 

Neuraminidasa. Ref: Schauer R. Sialic acids as regulators of molecular and cellular interactions. Curr Opin Struct Biol. 2009 

Oct;19(5):507-14.  

 

La degradación de sialilglicoconjugados normalmente comienza con la hidrólisis de los 

sialoconjugados por la acción de sialidasas extra o intracelulares. Las endo-sialidasas hidrolizan 

enlaces internos de los ácidos siálicos, mientras que las exo-sialidasas atacan los enlaces 

terminales de estos y desialilan glicoproteínas, glicopéptidos, gangliósidos, oligosacáridos y 

polisacáridos.49 

Los ácidos siálicos tienen diversas funciones en múltiples procesos biológicos, principalmente 

estructurales y de protección en las membranas celulares46. Son muy adecuados para transportar 

y regular información para el reconocimiento de glicanos en la proteína, célula con célula y 

patógeno con célula48. Actúan como receptores para micoplasmas, lectinas vegetales y animales, 

virus, y toxinas bacterianas.49 Así mismo, intervienen en interacciones célula con célula 

relacionadas con la diferenciación celular y en el desarrollo organogénico, así como participan 

en procesos de adhesión celular y contribuyen a la alta viscosidad de las mucinas protectoras de 

endotelios.50 Sin embargo, también pueden actuar como "máscaras biológicas", impidiendo el 

reconocimiento de los glicanos subyacentes, especialmente los residuos de Gal ligados a β) por 

proteínas de unión a glicanos intrínsecas y extrínsecas.51 
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La suma total de la diversidad de sialoglicanos en una célula u organismo se denomina "sialoma".  

Los ácidos siálicos se encuentran a menudo como el sacárido terminal (más externo) en las 

ramas de N-glicanos, O-glicanos, glicoesfingolípidos y ocasionalmente cubren las cadenas 

laterales de los anclajes de GPI.51 Esta diversidad que existe en la superficie de las células a 

partir de la presencia de ácidos siálicos, contribuye a la formación de complejos heterogéneos 

que cumplen funciones específicas y esenciales que varían en cada célula. Lo que nos ofrece 

una oportunidad de estudio para dilucidar las funciones que tienen o en las que intervienen los 

ácidos siálicos solos o en conjunto con los glicanos. 52 

Se ha comprobado que la interrupción de la síntesis de Sia en ratones da como resultado la 

letalidad en el día embrionario 8.5, con una mala diferenciación de las células nerviosas, así 

como de las células del músculo cardíaco y esquelético. 50-53 

1.5 Glicosilaciones en las células T 

 

Los glicanos regulan procesos fisiológicos clave de los linfocitos T, entre estos se encuentran la 

maduración, migración, señalización, diferenciación y proliferación.54 

La maduración de los linfocitos T en el timo, es uno de los procesos donde mejor se han 

caracterizado los patrones de glicosilación55 Estudios clásicos utilizando la lectina de cacahuate 

(PNA), que reconoce la estructura Galß(1-3) GalNAc-Ser/Thr (llamado Core-1) presente en O-

glicanos de tipo mucina, han demostrado que la lectina PNA reconoce y se une a ligandos que 

están en la superficie de los timocitos inmaduros dobles positivos (CD4+/CD8+) y a medida que 

se transforman en timocitos maduros simples positivos (CD8+) la unión de esta lectina disminuye. 

Esta disminución se correlaciona con la expresión de la enzima α-(2-3) sialiltranferasa (ST3Gal 

l) cuya función es catalizar la adición de ácido siálico (Sia) en unión α-(2-3) al residuo galactosa 

terminal de core-1 O-glicanos, produciendo el trisacárido Sia α (2-3) Gal(1-3)GalNAc e 

inhibiendo de esta forma la unión de PNA.55-57 Cuando los timocitos culminan su proceso de 

maduración en el timo y egresan como linfocitos T naïve, estas no pueden sintetizar 2 core O-

glicanos centrales, ni unirse a P (CD62P) y E-Selectina (CD62E), lo que esencialmente las 

excluye de entrar en tejidos no linfoides.56 Sin embargo, después de la estimulación del receptor 

de linfocitos T, tanto CD8+ como las CD4+ aumentan la expresión del núcleo 2β 1-6N 

acetilglucosaminiltransferasa-I (GCNT1) α-1,3 fucosiltransferasa-VII (FUT7) y probablemente 

más enzimas que facilitan la síntesis de 2 core O-glicanos del núcleo. Esta modificación post-
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traduccional transforma las proteínas de superficie tales como PSGL-1 y CD43 en ligandos de 

P- y E-Selectina para permitir su unión al endotelio vascular activado cruzando por extravasación 

y permitir la entrada en tejidos no linfoides. 58 

Las glicoproteínas participan también en la regulación de la activación y el funcionamiento de los 

linfocitos T, principalmente mediante la N-glicosilación del TCR y los correceptores, donde los 

glicanos pueden actuar para estabilizar complejos en las sinapsis inmunológicas, sirviendo como 

una capa protectora para la proteína subyacente al inhibir la degradación por proteasas y pueden 

suprimir la agregación de TCR en la membrana, reduciendo así la autoactivación.59-60 La 

iniciación de las respuestas de los linfocitos T depende del reconocimiento de un epítopo 

antigénico presentado en el contexto de una molécula del MHC de clase I o clase II (MHCI / II). 

Los glicanos tanto en las cadenas de TCRαβ como en MHCII pueden afectar la activación de los 

linfocitos T.61 Se cree que los N-glicanos presentes en el TCR desempeñan un papel en la 

localización de la superficie celular y en la orientación y organización de la propia molécula en 

lugar de influir directamente en las interacciones del MHC. La β-1,6-N 

acetilglucosaminiltransferasa-V (MGAT5) es la enzima responsable del inicio de la ramificación 

GlcNAc-β- (1,6) - en los N-glucanos y participa en múltiples aspectos de la activación de los 

linfocitos T.60-62 La ramificación de β- (1,6) -N-glicano conduce a un aumento en las 

modificaciones de N acetil-lactosamina, el ligando de las galectinas. Se ha demostrado que la 

ausencia de Mgat5 y, por lo tanto, una disminución de N-acetil-lactosamina, reduce los umbrales 

de activación de los linfocitos T in vitro al mejorar el agrupamiento de TCR debido a la ausencia 

de formación de una red de glicoproteína-galectina. Esta red mediada por galectina es 

responsable de mantener CD45 y el complejo de señalización TCR en estrecha proximidad a 

través de sus glicanos O y N-ligados (respectivamente) para prevenir la activación de los 

linfocitos T de baja avidez.63  

El MHC I es un heterodímero compuesto por un péptido glicosilado de 45 kDa llamado cadena 

pesada y un polipéptido invariable de 12 kDa no glicosilado llamado β2microglobulina. La cadena 

pesada α comprende tres dominios extracelulares, α1, α2 y α3. Dentro de la cadena pesada, el 

único sitio conservado para la N-glicosilación en todos los alelos conocidos es Asn86. Los 

experimentos de inhibición de la N-glicosilación mostraron que la ausencia de N-glicanos no 

afecta la síntesis y expresión de MHC I, no aumenta su susceptibilidad a la degradación 

proteolítica y no modifica la aloantigenicidad de MHC I, ni su capacidad para interactuar con TCR. 

Por otro lado, los análisis computacionales de la dinámica molecular del MHC I sugieren que la 
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disposición espacial de los N-glicanos juega un papel en la orientación del MHC I 

perpendicularmente a la membrana celular y estabiliza los residuos de proteínas involucrados en 

la interacción TCR-pMHC I.  

MHCII tiene tres sitios de N-glicosilación altamente conservados, dos en la cadena α (Asn78 y 

Asn118) y uno en la cadena β (Asn19). La glicosilación de MHCII no es necesaria para el 

plegamiento o tráfico adecuados de MHCII y muestra una gran variedad entre diferentes tipos de 

células, como diferencias en el grado de sialilación terminal y patrones de ramificación que 

pueden modulan directamente la unión y presentación de los glicopéptidos, mientras que esto no 

tiene ningún impacto en la unión de los antígenos peptídicos no modificados.65 Se especula que 

los glucanos sirven para extender la forma de plataforma de unión de MHCII para acomodar las 

moléculas de glucoantígeno más grandes.66 

Tradicionalmente, se ha descrito que TCR solo reconoce antígenos peptídicos no modificados, 

sin embargo, estudios realizados en los años 90 mostraron que los péptidos glicosilados pueden 

ser presentados por APC y reconocidos por linfocitos T, así, los péptidos glicosilados han abierto 

un nuevo escenario donde se puede observar que pueden ser presentados por APC y 

reconocidos por linfocitos T.67 La formación del complejo pMHC es provocada por la interacción 

molecular entre una porción central del péptido, y los aminoácidos presentes en la hendidura del 

MHC; se ha demostrado que los glicoantígenos pueden ser cargados y presentados por el MHC 

al TCR, que reconoce los glicoantígenos e induce la activación de clones específicos de linfocitos 

T. Sin embargo, la presentación del antígeno y la activación del linfocito T se ven afectadas por 

la eliminación de la porción glicosídica ligada al antígeno, estos hallazgos sugieren que la 

glicosilación en el antígeno está directamente involucrada en la interacción TCR-pMHC. Por otro 

lado, se ha establecido que el TCR no reconoce péptidos antigénicos que poseen estructuras de 

glicanos grandes y altamente complejas, ya que generan un impedimento estérico en el anclaje 

molecular que permite la formación del complejo TCR-pMHC.68-70 

 

1.6 Lectinas 

 

Las lectinas constituyen un grupo de proteínas de origen no inmune con la propiedad de 

enlazarse de forma específica y reversible a carbohidratos, ya sean libres o que formen parte de 

estructuras más complejas. Contienen al menos 2 sitios de unión, de ahí que puedan enlazarse 
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en primer lugar a un azúcar específico y en forma secundaria a una molécula glicosilada. Estas 

proteínas se descubrieron a finales del siglo XIX, cuando se observó la presencia de proteínas 

con capacidad de aglutinar eritrocitos en extractos de plantas. Debido a esta propiedad, se les 

denominó en un inicio hemaglutininas o fitohemaglutininas112-113. Peter Hermann Stillmark en 

1888, aisló la primera lectina de las semillas de ricino (Ricinus communis) a la cual llamó ricina 

desde entonces se han descubierto y caracterizado una gran cantidad de ellas110,111. En 1930, 

Karl Landsteiner fue galardonado con el premio Nobel de Medicina y Fisiología, por el uso de 

lectinas para tipificar los grupos sanguíneos114. En la actualidad, las lectinas se utilizan como 

biomarcadores celulares y agentes terapéuticos, entre otros. También se ha establecido de 

manera más clara su efecto en el organismo como moduladoras de distintos procesos. Sin 

embargo, aún existen una gran cantidad de aplicaciones que podrían explorarse y explotarse con 

estas moléculas Las lectinas se consideran útiles herramientas en el campo de la genética, la 

biomedicina y la inmunología. Su utilidad está basada en la propiedad que tienen de combinarse 

con varios tipos de glicoconjugados presentes en las superficies celulares y fluidos corporales. 

 

Dentro de los estudios de membrana se ha reportado 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 detectar cambios morfológicos ocurridos, para analizar la distribución 

subcelular de epítopos y terminales glicoproteicos115. Las lectinas vegetales se han utilizado para 

estudiar cambios en las estructuras de carbohidratos de la superficie celular, identificar 

subconjuntos de células leucocitarias (Tabla 2) y como sustitutos de estímulos de activación de 

linfocitos T.   
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Tabla 2. Poblaciones Linfocitarias reconocidas por lectinas 

LECTINA POBLACIÓN 

RECONOCIDA 

Arachis hypogea (PNA) Timocitos corticales 

Amaranthus leucocarpus (ALL) Timocitos 

medulares 

Maackia amurensis (MAA) Timocitos corticales 

Sambucus nigra (SNA) Timocitos 

medulares 

Glycine max (SBA) Linfocitos T 

Vicia villosa (VVL) Linfocitos T Contra 

supresores 

Artocarpus integrifolia (Jacalina) Linfocitos T CD4+ 

Tabla adaptada del capítulo Proteínas y Glicoproteínas, del libro Macromoléculas de productos naturales e 

inmunomodulación. 98 

 

La lectina ALL, obtenida de la semilla de Amaranthus leucocarpus es una glicoproteína dimérica 

compuesta de subunidades de 35 kDa y existe en 3 isoformas principales que tienen un pI de 

4.8, 4.9 y 5.2, respectivamente. Se une a Gal 1,3GalNAc 1,O-Ser/Thr y a GalNAC 1,O-

Ser/Thr).90-91 

Mackia amurensis II (MAII) se une 116,117 solo a estructuras de carbohidratos particulares que 

contienen ácido siálico en un enlace α-2,3. A diferencia de la lectina de Sambucus nigra (SNA), 

que se une a estructuras con ácido siálico en enlace α-2,6. La lectina de (SNA), aislada de la 

corteza de la baya del saúco, se une preferentemente al ácido siálico unido a la galactosa 

terminal en α-2,6 y, en menor grado, al enlace α-2,3. La unión también es inhibida por lactosa o 

galactosa. Esta lectina se une al ácido siálico unido a N-acetilgalactosamina o galactosa118 

Concanavalina ensiformis (Con A) reconoce la αMan presente como parte de un oligosacárido 

central o core en muchas glicoproteínas de suero y membrana. Vicia villosa agglutinin (VVA) 

reconoce preferentemente GalNAc terminal unida con enlaces α o β a Ser/Thr o treonina en un 

polipéptido (conocido como antígeno Tn). La evidencia sugiere que esta lectina también puede 
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requerir secuencias de aminoácidos específicas en el sitio del receptor de glicosilación. El 

disacárido galactosil α-1,3 N-acetilgalactosamina también es un potente inhibidor de esta 

lectina118. 

La PNA se une preferentemente a una estructura galactosils β-1,3 N-acetilgalactosamina en 

muchos glicoconjugados como los grupos sanguíneos M y N, gangliósidos y muchas otras 

glicoproteínas y glicolípidos solubles y asociados a la membrana. La presencia de ácido siálico 

en estas estructuras inhibe el reconocimiento de PNA.119 

2.-JUSTIFICACIÓN 
 

Las glicosilaciones presentes en los linfocitos T juegan un papel fundamental en numerosos 

eventos del sistema inmunitario, como la maduración, activación, migración, regulación y 

apoptosis, esto se logra a través de una amplia variedad de funciones, como la estabilidad 

estructural que los glicanos proporcionan a las proteínas, y su función como barrera biológica 

que media la interacción célula con célula. Una función importante de las glicoproteinas es su 

participación en la sinapsis inmunológica, donde los glicanos sintonizan la intensidad de 

activación de los linfocitos T. Sin embargo, se desconoce qué glicanos están presentes y cómo 

pueden influir, modular o cambiar en las funciones que estas células ejercen. 

Identificar las glicosilaciones en estas subpoblaciones puede contribuir a definir perfiles de 

glicosilacion específicos para cada subpoblación y poder diferenciar entre linfocitos de memoria 

efectora y efectoras, que son estados funcionales que no pueden distinguirse entre uno y otro 

con los estudios clásicos de fenotipificación. Asimismo, se pueden encontrar glicosilaciones 

fundamentales que posteriormente puedan relacionarse con alguna función específica de los 

linfocitos T de memoria.  

3.- HIPÓTESIS 
Cada población de linfocitos T CD4+ y CD8+ naïve, memoria central, las 

subpoblaciones de memoria efectora y linfocitos efectores (Memef/Ef) tendrá un perfil 

glucosídico particular 

4.-OBJETIVO GENERAL 
Identificar y analizar los perfiles de glicosilación en subpoblaciones celulares naïve, de 

memoria central, Memef/Ef de los linfocitos T CD4+ y TCD8+ en ratones sucios  
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4.1.-OBJETIVOS PARTICULARES:  

 Definir paneles para análisis por citometría de flujo que permita identificar y 

analizar las subpoblaciones de linfocitos naïve, memoria central y Memef/Ef de 

linfocitos T CD4+ y TCD8+ 

 Utilizar lectinas y anticuerpos contra moléculas fenotípicas que identifiquen los 

diferentes estadios celulares 

 Analizar y comparar las glicosilaciones presentes en las subpoblaciones de 

linfocitos naïve, memoria central, Memef/Ef de linfocitos T CD4+ y CD8+. 

 

5.-MATERIAL Y MÉTODOS 
 

5.1 Animales  
 

Se utilizaron ratones macho Balb/c de 6-8 semanas, de 28-30 g. Los ratones fueron obtenidos 

del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Todos los protocolos fueron aprobados por 

la comisión de ética para la investigación con animales de la Facultad de Medicina bajo el número 

del proyecto 099-602-08  

 

5.2. Soluciones 
 

 DPBS (Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline) 

            NaCl 138mM, KCl 2.7mM, Na2HPO4 8.1mM, KH2PO4 1.2mM 

 

 Solución de Lisis de Eritrocitos 

            NH4Cl 0.15mM, KHCO3 10mM, EDTA-NA2 0.1mM 

 

 Solución de lavado para Inmunofluorescencia 

            DPBS + 1% SFB (Suero fetal Bovino) 
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5.3 Obtención de esplenocitos de ratón 

Los animales se sacrificaron por dislocación cervical, se extrajo el bazo y se colocó en una caja 

Petri con 10ml de DPBS; las células se obtuvieron perfundiendo el órgano con 5ml del mismo 

PBS. La suspensión celular se colocó en un tubo de 15ml, se dejó sedimentar durante 5min y se 

transfirió la suspensión a un tubo nuevo. La muestra se centrífugo (490g, 5min), se retiró el 

sobrenadante y se lisaron los eritrocitos resuspendiendo el pellet en 1.5ml de solución de lisis e 

incubando 5min a temperatura ambiente (T.A.), para detener la lisis se agregaron 10 ml de DPBS 

y se centrífugo la muestra 5 min a 490g. Las células se lavaron dos veces más con 10 ml de 

PBS, se resuspendieron en 5ml de la misma solución, se contaron por tinción con azul tripano 

en una cámara de Neubauer y se utilizaron para el experimento correspondiente. 

 

5.4 Citometría de flujo 
 

5.4.1 Citómetro de flujo 

Se utilizó un citómetro de flujo MACS Quant (Miltenyi Biotec Germany) con las siguientes 

características.  

 

Tabla 2. Características del componente óptico del citómetro de flujo usado. 

Láser Canales de detección Filtro (nm) 

Láser violeta 450nm  V1 405/50nm 

Láser azul 488nm B1 525/50 

B2 655/40 

B3 655-730 

B4 750LP 

Láser rojo 635nm R1 655-730 

R2 750 LP 

Láser azul 488nm FSC 488/10 

 SSC 488/10 
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5.4.2 Anticuerpos, colorantes y lectinas 

Se utilizaron los siguientes reactivos. A estos se les hizo una titulación para su óptima 

concentración, detección y poder realizar la compensación de las señales fluorescentes. Los 

anticuerpos tienen las siguientes características: 

 

 

Tabla 3. Características de los anticuerpos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Características de las lectinas: 

Lectina Especificidad Fluorocromo Fabricante 

ALL Galβ1-3GalNAc-O-Ser /Thr Biotina-Streptavidine 421 NA 

PNA Gal-β(1,3)-GalNAc  Biotina-Streptavidine 421 VECTOR 

SNA Ácido siálico-α-(2,6)-Gal/GalNAc Biotina-Streptavidine 421 VECTOR 

MAII Ácido siálico-α-(2,3)-Gal Biotina-Streptavidine 421 VECTOR 

VV GalNAc Biotina-Streptavidine 421 VECTOR 

GSLI-B4 α-Gal Biotina-Streptavidine 421 VECTOR 

CON A Manosa Biotina-Streptavidine 421 VECTOR 

Anticuerpo Clona Fluorocromo Fabricante 

Anti-CD3 REA 641 APC VIO 770 Miltenyi 

Anti-CD4 REA604 PERCP VIO 700 Miltenyi 

Anti-CD8 REA601 PE VIO 770 Miltenyi 

Anti-CD44 REA664 PE Miltenyi 

Anti-CD62L REA828 APC Miltenyi 

Anti-CD16/32 REA377 FITC Miltenyi 
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Tabla 5. Características de los fluorocromos. 

Fluorocromo Excitación 

máxima (nm) 

Emisión 

máxima (nm) 

Laser de 

excitación (nm) 

Canal de 

detección 

Streptavidine BV 421 407 421 405 V1 

FITC 490 525 488 B1 

Zombie Green/FITC 490 515 488 B1 

PE 496 488 488 B2 

PERCP VIO 700 482 704 488 B3 

PE VIO 770 565 775 488 B4 

APC 650 660 640 R1 

APC VIO 770 652 775 640 R2 

 

 

Se utilizó el siguiente panel para el análisis celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 6. Panel . Las lectinas Biotiniladas utilizadas para realizar el análisis celular fueron Con A, VVA, 

GSLI-B4, PNA, ALL, SNA, y MAII.                                          

 

 

Canal Anticuerpo 

V1 Lectina Biotinilada-Strp BV421 

B1 CD16/32 ZG FITC 

B2 CD44 PE 

B3 CD4 PERCP VIO 700 

B4 CD8 PE VIO 770 

R1 CD62L APC 

R2 CD3 APC VIO 770 
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5.4.3 Inmunofluorescencia Directa 

 

Un millón de células se resuspendieron en 100μl de solución de lavado con la combinación de 

anticuerpos requerida para detectar las moléculas de superficie de interés. Las muestras se 

incubaron 30 minutos (4°C, obscuridad), se lavaron dos veces con 500µl de solución de lavado 

centrifugando por 5 min a 490g y se suspendieron en DPBS. Las células se analizaron 

inmediatamente en el FACS o se incubaron con Ghost Dye Red 780 o Zombie green para evaluar 

viabilidad según el experimento correspondiente. 

 

5.4.4 Inmunofluorescencia Indirecta. 

Un millón de células se resuspendieron en 100μl de solución de lavado con la respectiva 

concentración de lectinas biotiniladas. Las muestras se incubaron 30 minutos (4°C obscuridad), 

se lavaron con 100μl de solución de lavado (DPBS + 1% SFB Suero fetal Bovino) 

centrifugando por 5 min a 490g y después con 200μl de solución de lavado. Posteriormente se 

incubaron con Streptavidine Brilliant Violet 421 en 100μl de solución de lavado (30 min, 4°C, 

obscuridad), se lavaron con 100μl de solución de lavado centrifugando por 5min a 490xg. Las 

células se analizaron inmediatamente en el FACS o se incubaron con Ghost Dye Red 780 o 

Zombie green para evaluar viabilidad según el experimento correspondiente.  

5.4.5 Determinación de Viabilidad  

Las células previamente teñidas se resuspendieron en 100μl en DPBS con el colorante Zombie 

Green durante 20 minutos a 4°C en obscuridad, se centrifugaron (5min, 490g), y se 

resuspendieron en 200μl DPBS para analizarse inmediatamente en el FACS.  

 

5.4.6 Sofware de análisis FlowJo 

 

El análisis de los datos de citometría se realizó con el programa de FlowJo V. 10.2 (Becton 

Dickinson) y el análisis estadístico se realizó con el programa Prism 9 (GraphPad Software, 

USA). 
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6.-RESULTADOS 
 

6.1 Titulación de anticuerpos y lectinas  
Los anticuerpos se titularon para encontrar la concentración optima haciendo cinco diluciones 

seriadas. La figura 7 muestra los concatenados que permiten la comparación de las 

concentraciones evaluadas para cada caso. Las diluciones elegidas fueron las que presentaron 

un índice de separación alto entre la población positiva y la población negativa y fueran las 

concentraciones mínimas necesarias: 1:50 para anti-CD3, 1:400 para anti-CD4, 1:100 para anti-

CD44, 1:200 para anti-CD62 L y 1:20 para CD16/CD32. 
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Figura 8. Titulación de anticuerpos. Esplenocitos de ratón recién obtenidos se incubaron con las diluciones indicadas de anti-

CD3, -CD4, CD44, CD62L o CD16/32 y Ghost dye Red 780 e inmediatamente analizados en el citómetro de flujo. Los linfocitos se 

definieron por características de tamaño y granularidad y posteriormente se seleccionaron los singletes, en esta región se evaluó 

la expresión de cada molécula. Las gráficas muestran concatenados con las diferentes concentraciones evaluadas. Las muestras 

con la letra C son los controles, se utilizó uno para cada titulación y fueron elaborados con esplenocitos recién obtenidos, 

Streptavidine Brillant Violet 421 y Ghost Dye Red 780. Las tablas indican las diluciones y concentraciones evaluadas, la mediana 

positiva, negativa, percentil 84 y el índice de separación que se calculó con la siguiente 

fórmula 𝐼𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑝𝑎𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛
𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛𝑎 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑎−𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛𝑎 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎

(84%𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜−𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛𝑎 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎)/0.995
. Así como la intensidad media geométrica de fluorescencia 

(IMF) de la región positiva de cada muestra Las flechas rojas muestran la concentración óptima de trabajo.  
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Las lectinas se titularon haciendo diluciones seriadas. La figura 8 muestra los concatenados que 

permiten la comparación de las concentraciones evaluadas para cada caso. Las diluciones 

elegidas fueron las que presentaron un índice de separación alto entre la población positiva y la 

población negativa y que fueran las concentraciones mínimas necesarias: 1:16000 para Con, 

1:80 para VV, 1:500 para GSL-I, 1:2500 para PNA, 1:4000 para MAAII y 1:2000 para SNA. 
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Figura 9. Titulación de lectinas. Esplenocitos recién obtenidos se incubaron con cada lectina, el conjugado Streptavidine Brillant 

Violet 421 y Ghost Dye Red 780 este último utilizado para la evaluar la viabilidad, e inmediatamente fueron analizados en el 

Citómetro de flujo. Los linfocitos se definieron por características de tamaño y granularidad y posteriormente se seleccionaron 

los singlets, en esta región se evaluó la expresión de receptores de cada lectina. Las gráficas muestran concatenados con las 

diferentes concentraciones evaluadas. Las muestras con la letra C son los controles, se utilizó uno para cada titulación y fueron 

elaborados con esplenocitos recién obtenidos, Streptavidine Brillant Violet 421 y Ghost Dye Red 780. Las tablas indican las 

diluciones y concentraciones evaluadas, la mediana positiva, negativa, percentil 84 y el índice de separación que se calculó con 

la siguiente fórmula 𝐼𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑝𝑎𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛
𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛𝑎 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑎−𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛𝑎 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎

(84%𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜−𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛𝑎 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎)/0.995
. Así como la intensidad media geométrica de 

fluorescencia (IMF) de la región positiva de cada muestra Las flechas rojas muestran la concentración óptima de trabajo. 

 

En el caso de la lectina ALL ya se contaba con su estandarización y titulación. Esta fue utilizada 

con una dilución final de uso de 1:600.



Las diluciones elegidas en cada titulación de anticuerpos y lectinas, se enumeran en la 

siguiente tabla con su respectiva concentración.  

  

Anticuerpo/Lectina Dilución Concentración 

CD3 1:50 0.003µg/µl 

CD4 1:400 0.000375µg/µl 

CD44 1:100 0.0015µg/µl 

CD62L 1:200 0.00075µg/µl 

CD16/32 1:20 0.0015µg/µl 

GSLI 1:500 0.002µg/µl 

VV 1:80 0.0025µg/µl 

PNA 1:2500 0.0004µg/µl 

Con A 1:16000 31.25x10^-5µg/µl 

SNA 1:2000 0.001µg/µl 

MAII 1:4000 2.510^-4µg/µl 

Tabla 7. Selección de Anticuerpos y lectinas. 
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6.2 Estrategia de análisis 
La estrategia de análisis (Figura 10A) consistió en definir la región de linfocitos seguido de la 

selección de singlets y se utilizó una estrategia de Dump channel. (Figura 10B) la cual consistió 

en seleccionar solamente la región de células CD3 positivas y negativas a Zombie Green y 

CD16/32. Las células positivas a Zombie Green y CD16/32 se excluyeron al no ser seleccionadas 

en la región de interés con la que se continuo el análisis. Las células eliminadas con esta 

estrategia incluyen linfocitos B, monocitos / macrófagos, células NK, granulocitos, mastocitos y 

células dendríticas, así como células muertas. El dump channel analiza la expresión de CD3 para 

seleccionar claramente la población de linfocitos T.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 10. A-Estrategia de análisis. Los esplenocitos de ratón recién obtenidos se incubaron con los anticuerpos, los linfocitos 
se definieron por características de tamaño y granularidad y posteriormente se seleccionaron los singlets. Se estableció el 
Dump Channel con los parámetros de CD16/32 y CD3. Posteriormente se definió el linaje celular de CD4 y CD8, a partir de 
estas poblaciones se identificó a las subpoblaciones de memoria efectora, memoria central y naïve. Las incubaciones fueron 

analizadas en el citómetro y en Flow Jo. B-DUMP CHANNEL. Se seleccionó una región de linfocitos y posteriormente se 
estableció un canal de descarga o Dump Channel también llamado canal de descarga, que es utilizado para agrupar y excluir 
todo lo que no es de interés para nuestro estudio, para este fin utilizamos los parámetros de CD16/32 con Zombie Green y 
CD3, continuando el análisis con las células que solo eran positivas a CD3 y negativas a Zombie Green. 

A 

B 

SSC-A 

FSC-A CD3APC-Vio770-A 

CD16/32ZG FITC 
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A continuación, con los parámetros CD4+ y CD8+, pudimos distinguir los subtipos de linfocitos T 

y finalmente con los parámetros de CD44 y CD62L, se diferenciaron las subpoblaciones de 

linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria central con el fenotipo CD44+ y CD62L+, las 

subpoblaciones de memoria efectora y linfocitos efectores (Memef/Ef), ambas con el fenotipo 

CD62L- y CD44+ y linfocitos naïve CD62L+ y CD44- .  

Se observó en la subpoblación naïve CD4+, un porcentaje aproximado de 43%, en cambio en la 

subpoblación naïve CD8+ fue de 20%. Entre estas subpoblaciones existe una diferencia 

estadística cercana al 20%, lo que significa que es más grande la población CD4+ que CD8+, lo 

cual concuerda con los porcentajes en sangre de ambos tipos celulares, en el cual CD4 tiene del 

40-60% y CD8 20-40%. Mientras que el porcentaje de (Memef/Ef), tanto de CD4+ como CD8+, 

está próximo al 40%, siendo las únicas subpoblaciones que tiene un porcentaje cercano entre sí 

y con una diferencia estadística menor. Lo cual podría deberse a una activación de los linfocitos 

T de memoria por una reinfección, aunque no tenemos certeza del estado de los ratones al 

tratarse de un modelo sucio. Tampoco se confirmó su estado con indicadores de infección. 

Finalmente, la subpoblación de memoria central CD4+, tiene un porcentaje de células cercano al 

10%, mientras que la subpoblación de CD8+, tiene un porcentaje mayor próximo al 38%. Estas 

subpoblaciones tienen una diferencia estadística cercana al 28%, esto puede significar que el 

modelo animal que se está utilizando, pasa por un proceso en donde los linfocitos T de memoria 

central CD8+ están activadas más que las CD4+, y pudiera tratarse de una reinfección de tipo 

viral, sin embargo, esto no se confirmó. (Figura 10 A y B).  
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Figura 11. Subpoblaciones de linfocitos T de memoria. A- Los esplenocitos incubados con los anti-CD3, CD4, CD44 CD62L y 
CD16/32 fueron analizados en el citómetro. A partir de la población positiva a CD3 con los parámetros de CD4 y CD8 se 
seleccionaron las respectivas subpoblaciones. Posteriormente con los parámetros de CD62L Y CD44 se pudieron observar las 
subpoblaciones de las células de memoria central con el fenotipo CD62L + y CD44+, las células de memoria efectora CD44+ 
CD62L- y las células naïve CD62L+ CD44-. B- Porcentajes de las subpoblaciones naïve, memoria central y Memef/Ef de linfocitos 
CD4 y CD8.  

 

6.3 Análisis de las Glicosilaciones en subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ 
 

Con el objetivo de analizar la presencia de glicanos en los linfocitos de memoria central, 

(Memef/Ef), y naïve TCD4+ y TCD8+ se realizó un análisis del perfil de glicosilación usando 

lectinas biotiniladas. 

Para cada subpoblación se analizó la unión de las siete lectinas seleccionadas. ConA en la figura 

12 identifica la presencia del glicano α-manosas. En las subpoblaciones naïve, Memef/Ef y 

memoria central de CD4+ y CD8+, se observa que todas las células son positivas para los glicanos 

reconocidos por Con A con altos niveles de expresión.  

A 

B 
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El glicano N-acetilgalactosamina que es reconocido por la lectina VVA, es identificado en todas 

las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+. En las subpoblaciones naïve, memoria central, 

Memef/Ef, de CD4+ y CD8+ se observa que todas las poblaciones son positivas y dentro de las 

poblaciones positivas, hay una pequeña población con menor nivel de expresión. Así mismo, el 

patrón de expresión es similar entre las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ con 

excepción de la subpoblación de CD4+ de memoria efectora y linfocitos efectores.  

 

Figura 12: Linfocitos CD4+ y CD8+ expresan altos niveles de Manosa. Los esplenocitos se incubaron con la lectina Concanavalina 
Biotinilada, posteriormente con Streptavidine Brillant Violet 421 y con los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD44, anti-CD62L 
Y anti-CD16/32. Se capturaron inmediatamente en el citómetro de flujo y se analizaron como se indica en la Fig. 10 A. Las gráficas 
muestran el análisis representativo de la presencia de manosas que son reconocidas por Con A en células de memoria central, 

Memef/Ef, y naïve de subtipo CD4+ y CD8+. En letras negritas se muestra el porcentaje de las poblaciones positivas, en letras itálicas 
las IMF.  



      

 

 pág. 47 

 

Figura   13. Linfocitos T CD4+ y CD8+ incluyen poblaciones positivas a N-acetilgalactosamina. Los esplenocitos se incubaron 

con la lectina Vicia villosa, posteriormente con Streptavidine Brillant Violet 421 y con los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, anti-
CD44, anti-CD62L y anti-CD16/32. Se capturaron inmediatamente en el citómetro de flujo y se analizaron como se indica en la 
Fig. 10 A. Las gráficas muestran el análisis representativo de la presencia de N-GalNAc que son reconocidos por VVA en naïve, 
células de memoria central, Memef/Ef de subtipo CD4+ y CD8+. En letras negritas se muestra el porcentaje de las poblaciones 
positivas y en letras itálicas las IMF.  

 

  

La lectina GSLI-B4 que reconoce al glicano α- Gal identifica en las subpoblaciones naïve, 

memoria central, Memef/Ef de CD4+ y CD8+, identifica una población positiva y una población 

negativa. (Figura 14) 

En la subpoblación naïve CD8+, la población negativa tiene un porcentaje de 17.7% y es la 

población negativa con mayor porcentaje de linfocitos negativos comparada con las otras 

subpoblaciones. El patrón de expresión de la población positiva es más heterogéneo y tiene una 

IMF de 1075 mientras que la población positiva naïve de CD4+ tiene una IMF de 1894, lo que 

significa que la expresión del glicano α-Gal en la población positiva de CD8+ es más variable, es 

decir hay linfocitos naïve CD8+ que expresan menos el glicano que detecta la lectina GSLI-B4  
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Los linfocitos de Memef/Ef CD4+ tienen una distribución del nivel de expresión más heterogénea 

con una IMF de 3206 comparada con la distribución de su homólogo en CD8+ con una IMF de 

5644.  

Los linfocitos de memoria central de CD4+, tienen una población negativa más pequeña que 

corresponde al 3.8% y el patrón de distribución del nivel de expresión de la población positiva es 

más homogéneo comparada con los linfocitos de memoria central CD8+ que tienen un patrón de 

expresión más heterogéneo. 

 

 

 

 

Figura 14.   GSL.I distingue una población positiva y una negativa en los linfocitos CD8+ naïve. En las células de memoria 
central y Memef/Ef CD4+ se observa una solo población con niveles distintos de unión a la lectina. Los esplenocitos se 
incubaron con la lectina GSL-I, posteriormente con Streptavidine Brillant Violet 421 y con los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, 
anti-CD44 anti-CD62L y anti-CD16/32. Se capturaron inmediatamente en el citómetro de flujo y se analizaron como se indica en 
la Fig. 10 A.  Las gráficas muestran el análisis representativo de la presencia de α- Gal/GalNAc que son reconocidas por GSLI en 
células naïve, memoria central, y Memef/Ef de subtipo CD4+ y CD8+.  En letras negritas se muestra el porcentaje de las 
poblaciones positivas, en letras itálicas las IMF.  
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En la figura 15 PNA identifica la presencia del glicano Gal-β(1,3)-GalNAc . Las subpoblaciones 

de los linfocitos naïve CD4+ y CD8+ expresan una población positiva de 99.7% y 99.8% 

respectivamente, así como un patrón y nivel de expresión semejante.  

Los linfocitos Memef/Ef de CD4+, expresan una población negativa de 5.7% y una población 

positiva de 94.3%. La población negativa tiene una menor proporción de células y la positiva 

expresa un patrón de dispersión del nivel de expresión de IMF más heterogéneo.  La población 

de linfocitos T CD8+ de Memef/Ef, solo tiene una población positiva que expresa una dispersión 

del nivel de expresión de IMF más homogéneo.  

Los linfocitos de memoria central CD4+ tienen una población negativa muy pequeña de 1.4% 

mientras que los linfocitos de memoria central CD8+ tiene únicamente una población positiva. 

Ambas subpoblaciones tienen un patrón y nivel de expresión similares entre sí.  

 

 

Figura 15. El patrón de expresión de la glicosilación Gal-β(1,3)-GalNAc  que reconoce PNA es semejante excepto en los 
linfocitos CD4+ efectoras/memoria efectora. Los esplenocitos se incubaron con la lectina PNA, posteriormente con 
Streptavidine Brillant Violet 421 y con los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD44, anti-CD62L y anti-CD16/32. Se capturaron 
inmediatamente en el citómetro de flujo y se analizaron como se indica en la Fig. 10 A.  Las gráficas muestran el análisis 
representativo de la presencia de Gal-β(1,3)-GalNAc  que son reconocidas por PNA en linfocitos naïve, memoria central, y 
Memef/Ef de subtipo CD4+ y CD8+. En letras negritas se muestra el porcentaje de las poblaciones positivas, en letras itálicas las 
IMF.  
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Por otro lado, las glicosilaciones reconocidas por ALL (Figura 16) en los linfocitos naïve, memoria 

central, Memef/Ef CD4+, expresan dos poblaciones, una negativa y una positiva a diferencia de 

las subpoblaciones de CD8+, que solamente expresan poblaciones positivas. Los linfocitos naïve 

CD4+ expresan una población positiva con una mayor dispersión del nivel de expresión de la IMF, 

en cambio, los linfocitos CD8+ naïve tienen una población positiva conformada por una población 

ALL++ y una ALL+, la población ALL++ tiene un porcentaje de linfocitos de 32.1% y una IMF de 

13467 y ALL+ posee un porcentaje de linfocitos de 62.4% y una IMF de 4468, lo cual representa 

que la población ALL++ tiene un nivel de expresión mayor del glicano que reconoce ALL.  

La subpoblación CD4+ Memef/Ef tiene un patrón de expresión de las glicosilaciones reconocidas 

por ALL más heterogéneo que las CD8+. Los linfocitos de memoria central CD4+ expresan una 

IMF con mayor dispersión, respecto a la población positiva de los linfocitos CD8+. Los linfocitos 

de memoria efectora CD8+ tienen un grupo de linfocitos con un mayor nivel de expresión del 

glicano que reconoce ALL.  
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Al analizar las moléculas de ácido siálico-α-(2,3)-Gal reconocidas por MA II (Figura 17), se 

observa que las subpoblaciones de linfocitos naïve y memoria central tanto CD4+ como CD8, 

expresan únicamente una población positiva, tienen un patrón de expresión semejante y un alto 

nivel de expresión del glicano. 

La subpoblación Memef/Ef CD4+, expresa exclusivamente una población positiva al igual que su 

correspondiente en CD8+, ambas expresan altos niveles de expresión del glicano. Aunque se 

diferencian en que los linfocitos Memef/Ef CD4+ tienen una mayor dispersión del nivel de 

expresión de IMF comparada con las CD8+ de memoria efectora, cuya dispersión es más 

homogénea 

 

Figura 16. Las glicosilaciones reconocidas por ALL tienen un patrón de expresión diferente entre células CD4+ y CD8+. Los 

esplenocitos se incubaron con la lectina ALL, posteriormente con Streptavidine Brillant Violet 421 y con los anticuerpos anti-
CD3, anti-CD4, anti-CD44 anti-CD62L y anti-CD16/32. Se capturaron inmediatamente en el citómetro de flujo y se analizaron 
como se indica en la Fig. 10 A. Las gráficas muestran el análisis representativo de la presencia de Galβ1-3GalNAc-O-Ser /Thr que 
son reconocidas por ALL en células de memoria central, Memef/Ef y naïve de subtipo CD4+ y CD8+. En letras negritas se muestra 
el porcentaje de las poblaciones positivas, en letras itálicas las IMF. 
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Las moléculas de ácido siálico -α-(2,6)-Gal reconocidas por SNA (Figura 18) en las 

subpoblaciones CD4+ y CD8+ naïve, conforman una población positiva, con un patrón y nivel de 

expresión semejantes. Los linfocitos CD4 de Memef/Ef, tienen una población positiva que muestra 

una dispersión del nivel de expresión más homogéneo. En contraste, los linfocitos de Memef/Ef 

CD8, tienen una población negativa de 20.1% y una población positiva de 79.9%, esta última 

tiene una población SNA+ con un menor nivel de expresión de IMF de 507, y una población 

SNA++ con un mayor nivel de expresión de IMF de 14204. Finalmente, los linfocitos de memoria 

central CD4, expresan una población positiva de 99.8% con altos niveles de expresión del glicano 

que reconoce la lectina SNA por el contrario los linfocitos de memoria central CD8, muestran una 

población positiva de 97.3%, con una población SNA+ de 11.8% y una IMF de 675 y una SNA++ 

de 85.5% y una IMF de 17563, esta última tiene un patrón y nivel de expresión similar a la 

población positiva de los linfocitos CD4 de memoria central.  

 

 

 

 

Figura 17. Las glicosilaciones reconocidas por MAII tienen un patrón de expresión diferente entre linfocitos CD4+ y CD8+. 
Los esplenocitos se incubaron con la lectina MAII, posteriormente con Streptavidine Brillant Violet 421 y con los anticuerpos 
anti-CD3, anti-CD4, anti-CD44 anti-CD62L y anti-CD16/32. Se capturaron inmediatamente en el citómetro de flujo y se 
analizaron como se indica en la Fig. 10 A. Las gráficas muestran el análisis representativo de la presencia de ácido siálico-α-
(2,3)-Gal que son reconocidas por MAII en linfocitos de memoria central, Memef/Ef y naïve de subtipo CD4+ y CD8+.  En letras 
negritas se muestra el porcentaje de las poblaciones positivas, en letras itálicas las IMF. 
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Figura 18. La lectina SN que reconoce a Ácido siálico-α-(2,6)-Gal muestran un patrón y niveles de expresión similares entre 
sí, excepto en los linfocitos de memoria efectora donde se observa dos poblaciones positivas una SN+ y otra SN ++. Los 
esplenocitos se incubaron con la lectina SN, posteriormente con Streptavidine Brillant Violet 421 y con los anticuerpos anti-
CD3, anti-CD4, anti-CD44, anti-CD62L y anti-CD16/32. Se capturaron inmediatamente en el citómetro de flujo y se analizaron 
como se indica en la Fig. 10 A. Las gráficas muestran el análisis representativo de la presencia de Ácido siálico-α-(2,6)-Gal que 
son reconocidas por SN en linfocitos naïve, de memoria central, Memef/Ef de subtipo CD4+ y CD8+. En letras negritas se muestra 
el porcentaje de las poblaciones positivas, en letras itálicas las IMF. 

 

Con el objetivo de observar de manera global el patrón de glicosilaciones de cada subpoblación 

se muestran un mapa de calor (Figura 19) dónde se graficó la Intensidad media de fluorescencia 

(IMF) de las glicosilaciones reconocidas por cada una de las lectinas utilizadas en las 

subpoblaciones naïve, Memef/Ef y linfocitos de memoria central de los linfocitos CD4+ y CD8+. En 

el caso de los linfocitos CD4+ (Figura 19A) los datos muestran que las glicosilaciones reconocidos 

por MA II y SN tienen valores más altos. Esto nos demuestra que existe mayor expresión de 

ácido siálico, comparado con las otras glicosilaciones. La glicosilación con ácido siálico-α-(2,3)-

Gal, reconocido por Maackia amurensis, se expresa más en los linfocitos de memoria central, 

seguido de los linfocitos naïve y finalmente los de Memef/Ef. La glicosilación con ácido siálico-α-
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(2,6)-Gal que identifica la lectina de Sambuccus nigra, tiene una mayor cantidad de expresión en 

los linfocitos de memoria central y naïve, y menor expresión en los de Memef/Ef. 

Por otro lado, en el caso de los CD8+ (Figura 19B) se observa que los perfiles de glicosilación 

reconocidos por MAII tiene valores más altos. Esto demuestra que existe mayor expresión de 

glicosilaciones de Sia α2,3Gal en las subpoblaciones naïve, memoria central y Memef/Ef. Cabe 

destacar que la lectina SNA a pesar de identificar Acido siálico α2,6 Gal, tiene menor expresión 

que la lectina MAII, sobre todo en la población de linfocitos Memef/Ef, donde se observaba una 

población SN+ y una población SN++.  

 

 

Figura 19. Heatmap demuestra que hay mayor cantidad de glicanos de ácido siálico tanto en CD4 como en CD8.  

Los datos de las IMF fueron obtenidos por el programa de análisis de Flow Jo y posteriormente con el Sofware 

prisma para analizar de forma global la expresión de los glicanos en CD4+ y CD8+. 
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Tabla 7: A-IMF de las subpoblaciones naïve, Memef/Ef y Memoria central de los linfocitos CD4+ 

y B-CD8+ correspondiente a cada lectina.  

 

Tabla 8: A-Porcentajes celulares reconocidos por las diferentes lectinas en linfocitos CD4.       

B-Porcentajes celulares reconocidos por las diferentes lectinas en linfocitos CD8- 

 

7.-DISCUSIÓN 
 

El objetivo de este trabajo fue analizar la presencia de diferentes glicosilaciones en 

subpoblaciones naïve, memoria central, Memef/Ef de los linfocitos T CD4+ y TCD8+. Para esto, 

utilizamos como herramientas lectinas y anticuerpos cuya unión a los linfocitos fue analizada por 

citometría de flujo para determinar el fenotipo de los linfocitos T de interés, identificando los 

glicanos que están presentes en la superficie celular de estas subpoblaciones. 70-71 



      

 

 pág. 56 

Un aspecto importante para este análisis era poder utilizar ratones que tuvieran linfocitos en 

todos los estadios antes mencionados. En este sentido, nos resultó ventajoso que el bioterio al 

que tenemos acceso es de una sola barrera. Los animales de este tipo de bioterios se han 

clasificado como modelos murinos “sucios”, 72-73 se caracterizan por ser ratones que se 

encuentran en instalaciones que no son libres de patógenos específicos y tienen la ventaja de 

estar compuestos por una gran variedad de linfocitos T en tejidos periféricos. Además, presentan 

un mayor porcentaje de linfocitos T CD8+ de memoria efectora con mayor capacidad citolítica 

que los obtenidos de ratones de bioterios libres de patógenos específicos (SPF) 72-75. Esto nos 

permitió encontrar en nuestros análisis linfocitos T naïve, activadas y de memoria. 

 El análisis de glicofenotipos se realizó con lectinas que son proteínas de unión a carbohidratos 

a las que se les han atribuido una amplia gama de funciones y tienen una gran importancia en el 

área de la glicobíologia y ofrecen muchas ventajas como disponibilidad inmediata, 

especificidades distintas y alta estabilidad.79 La aplicación de las lectinas como herramientas 

analíticas en la glicobíologia ha generado nuevas oportunidades para explorar nuevas 

propiedades y características, y en nuestro caso nos ayudan a comprender e identificar 

elementos en la superficie celular que pueden intervenir en diversos procesos celulares.79-80 

Al analizar las muestras incubadas con ConA (Figura 12) observamos que el glicano manosa 

reconocido por dicha lectina se expresa un patrón y nivel de expresión similar entre las 

subpoblaciones de CD4+ y CD8+, esto se relaciona con la presencia de manosas en la molécula 

CD3. Se ha descrito en ensayos de inmunoprecipitación que ConA se une fuertemente al 

complejo TCR-CD3 a través de los N-glicanos de tipo oligomanosa presentes en CD3, un 

entrecruzamiento molecular lo suficientemente fuerte como para iniciar la activación. La 

glicosilación de CD3 juega un papel funcional importante como intermediario entre la señalización 

inicial del TCR y la activación de las vías de activación intracelular. La presencia de 

glicosilaciones con manosas en CD3 puede explicar porque en todas las subpoblaciones 

celulares naïve, memoria central, Memef/Ef la expresión es similar, sin importar el tipo y/o estado 

de la célula. 81-82 

El glicano N-acetilgalactosamina que se identifica con la lectina VVA, (Figura 13) está presente 

en todas las subpoblaciones naïve, memoria central, memoria efectora y linfocitos efectores de 

CD4+ y CD8+. Tiene un patrón de expresión similar, excepto en la subpoblación Memef/Ef CD4+.83 

Se ha reportado que esta lectina funciona como un marcador fenotípico de poblaciones celulares 

en enfermedades autoinmunes como Lupus Eritematoso y la enfermedad de Crohn, en donde la 
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lectina VV detecta glicanos N-acetilgalatosamina tanto en linfocitos T CD4+ como en CD8+, pero 

hay mayor porcentaje en las poblaciones CD8+.De acuerdo a nuestros resultados, esta 

glicosilacion no es exclusiva de una sola población celular y tampoco observamos diferencias 

significativas entre la unión de lectina en linfocitos CD4+ y CD8+, aunque lo reportado 

anteriormente especifica que esta diferencia es en enfermedades autoinmunes. 84-85 

El análisis de las glicosilaciones reconocidas por GSLI-B4 (IB4) (Figura 14) muestra que los 

residuos α-galactosil están presentes en todas las subpoblaciones con patrones y niveles de 

expresión similar, es decir su expresión es constante. Hasta el momento se ha reportado, que se 

expresa de forma constitutiva en diferentes tipos celulares como células endoteliales106 en tejidos 

normales de ratón, conejo, rata y humanos, así como en macrófagos de rata.86  También se ha 

detallado que esta lectina marca la microglía del SNC y ciertas neuronas periféricas, incluida una 

subpoblación de pequeñas células ganglionares de la raíz dorsal tipo B oscuras, algunos axones 

simpáticos posganglionares, y casi todos los axones gustativos periféricos en ratas.125 Además 

está presente en las células tumorales de ascitis de Ehrlich, las cuales se aglutinan fuertemente 

con 0,4 microgramos/ml de isolectina I-B4 de Griffonia simplicifolia126. Sin embargo, es la primera 

vez que se reporta en linfocitos T, específicamente en T de memoria CD4+ y CD8+ y a pesar de 

haberse identificado en diferentes especies y tipos celulares no se asocia aun a una función 

específica.  

Por otra parte, la lectina PNA que reconoce Gal-β(1,3)-GalNAc  (Figura 15) muestra que existe 

un patrón de expresión semejante entre las subpoblaciones de CD4+ y CD8+, en donde la 

población positiva de todas las subpoblaciones tiene casi la misma intensidad de fluorescencia, 

excepto en los linfocitos T CD4+ Memef/Ef, donde se observa una dispersión más heterogénea 

del nivel de expresión de IMF.77   Lo cual quiere decir que la subpoblación de linfocitos CD4+ 

Memef/Ef tiene una unión a lectina más variable comparada con las otras subpoblaciones que 

presentan más uniformidad entre sí. 

La expresión del glicano que reconoce PNA se relaciona con los cambios que ocurren  durante 

el desarrollo y la activación de los linfocitos T, donde se desarrollan alteraciones en la estructura 

de las glicoproteínas de la superficie celular.78 Por ejemplo, la conversión del fenotipo PNA+ a 

PNA- en timocitos durante su maduración se ha atribuido al enmascaramiento de los receptores 

de carbohidratos de la superficie celular  por el ácido siálico durante la maduración intratímica de 

estas células.77 Sin embargo cuando se activan los linfocitos T, los O-glicanos del núcleo de las 

glicoproteínas CD45 y CD43, pierden el ácido siálico y quedan con el glicano  Gal-β(1,3)-GalNAc 
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expuesto, que posteriormente puede ser detectado por PNA, siendo un sello distintivo de los 

linfocitos T periféricas activadas.107 Esto no coincide con lo que observamos en nuestros 

resultados, donde los linfocitos naïve si expresan este glicano, aunque de acuerdo con lo 

reportado al ser un linfocito que aún no está activada no tendría que serlo, pues el glicano Gal-

β(1,3)-GalNAc que reconoce PNA debería estar enmascarado con un ácido siálico final, lo que 

impediría que PNA pueda reconocer y unirse al glicano especifico, sin embargo en estudios 

futuros esto podría confirmarse cuantificando un marcador como CD69.  También se ha 

propuesto que la pérdida de ácido siálico de la superficie celular durante la activación de los 

linfocitos T mejora la reactividad del TCR con el antígeno. Sin embargo, también se ha reportado 

que la activación de los linfocitos T da como resultado una mayor unión del anticuerpo CZ-1 que 

reconoce un epítopo que contiene ácido siálico en CD45RB. Esto indica que se produce un 

aumento de la sialilación del epítopo CZ-1 durante la activación de los linfocitos T, y que la 

pérdida de ácido siálico de la superficie celular durante la activación de los linfocitos T es un 

evento selectivo en lugar de afectar a todos los glicanos de la superficie celular. Dado que los 

glicanos específicos en los esqueletos de glicoproteínas controlan eventos críticos en la 

maduración y supervivencia de los linfocitos T, es importante comprender los mecanismos de 

glicosilación selectiva de glicoproteínas para regular el desarrollo y la función de los linfocitos 

T.120 

Particularmente CD45 (receptor con actividad de tirosina fosfatasa de proteinas) está formado 

por tres regiones, intracelular, transmembranal y extracelular. La región extracelular se 

caracteriza por estar glicosilada, y ser una región de constantes cambios durante la maduración, 

activación y diferenciación de los linfocitos T. Estos cambios son orquestados por 

glicosiltransferasas que modifican la composición, la carga y las dimensiones de los glucanos. 

108 

Específicamente la porción extracelular de CD45 se compone de tres regiones similares a 

fibronectina (FN), un dominio rico en cisteína y tres dominios que surgen de ARNm empalmados 

alternativamente, denominados A, B y C. Toda la longitud de la porción extracelular está 

decorada con N-glucanos, mientras que los O-glicanos principalmente estructuras core-1 (Gal-

β(1,3)-GalNAc) y core-2 (Galβ1,3[GlcNAc-β1,6]GalNAc) están presentes en los dominios A, B y 

C distales a la membrana. 108 Sin embargo, aunque la estructura del dominio extracelular no 

afecta directamente la actividad de la fosfatasa del dominio intracelular, las diversas isoformas 
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de CD45, al estar glicosiladas diferencialmente, pueden regular la unión del ligando y, en 

consecuencia, la señalización intracelular.  

CD45 es considerado un regulador crítico del desarrollo y función de los linfocitos T. Su estado 

de glicosilación controla el reconocimiento, afecta la señalización intracelular por el dominio de 

tirosina fosfatasa citoplasmática y modula la respuesta del linfocito T al antígeno. Aunque se ha 

establecido la importancia de CD45 durante el desarrollo de los linfocitos T, es claro que la 

glicosilación de CD45 es un proceso dinámico que modifica la supervivencia, activación y función 

inmunológica de los linfocitos T79. Esto se relaciona con lo observado en nuestros resultados, 

donde todas las subpoblaciones tanto CD4+ como CD8+ poseen la glicosilación Gal-β(1,3)-

GalNAc, y posiblemente se debe a que  las subpoblaciones naïve y los linfocitos de memoria 

central y Memef/Ef, tienen diferentes isoformas de CD45, y estas a su vez una organización 

distinta del glicano de nuestro interés Gal-β(1,3)-GalNAc, dando una función en particular para 

cada subpoblación como la supervivencia o activación. Para corroborar esto último, en futuros 

estudios se podría cuantificar CD69, CD25, CD122 y HLA-DR para verificar la activación y para 

la supervivencia cuantificar Bcl-Xl y Bcl-2 que son las proteínas antiapoptósicas que promueven 

la supervivencia de los linfocitos de memoria. 

Por otro lado, también se ha demostrado que los linfocitos CD8+ originadas a partir de una 

infección, tienen un alto nivel de expresión del glicano reconocido por PNA, esto se debe a la 

expresión de la enzima neuraminidasa endógena que corta los residuos de ácido siálico dejando 

expuesto al glicano; estas condiciones perduran y se mantienen en linfocitos de memoria .77-80 

Esto también coincide con lo observado en nuestros resultados, pues al ser los animales 

susceptibles a diversas infecciones, los linfocitos CD8 de memoria que han generado son 

positivas a PNA. 81-82.   

Estas observaciones refuerzan la importancia de profundizar en los perfiles de glicosilación para 

aprender sus diferencias, desarrollo y la función que estos glicanos ejercen en los linfocitos T de 

memoria CD4+ y CD8+.83 

La lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) (Figura 16) reconoce específicamente O-glicanos 

del tipo Galβ1-3GalNAc-O-Ser /Thr, unidos a moesina, así como glicanos Galβ1-3GalNAc-O-Ser 

/Thr en presencia de residuos de ácido siálico. 100 Esta capacidad de reconocer su glicano a pesar 

de la presencia de ácidos siálicos, podría explicar porque identifica gran cantidad de glicanos en 

todas las subpoblaciones tanto de CD4+ como en CD8+.  
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En el timo de ratón, la lectina ALL reconoce los linfocitos T CD4+ en la médula y la unión 

corticomedular104, lo que sugiere que las glicoproteínas identificadas por ALL se expresan hasta 

que los linfocitos T maduran, sin embargo con los resultados que nosotros obtuvimos podemos 

observar que el glicano no es exclusivo de una etapa inmadura de los linfocitos dentro del timo, 

ya que en los linfocitos naïve presentes en bazo, junto con los linfocitos Memef/Ef y memoria 

central, también se expresa este glicano.105-106 Probablemente esto se deba a que los glicanos 

que identifica ALL, forma parte de algún complejo proteico que se expresa de forma constitutiva 

en los linfocitos T.   

Respecto a la cantidad de glicanos que reconoce ALL, se ha descrito que la proporción es 

diferente en los linfocitos CD4+ y CD8+ recién obtenidos, que es aproximadamente el 30% y el 

90% respectivamente. Esta observación coincide con nuestros resultados, en los cuales 

observamos que las subpoblaciones de CD4+ tienen una población negativa, a diferencia de CD8 

que solo posee poblaciones positivas. Esto quiere decir que los linfocitos CD4+, tienen menos 

células positivas a ALL. Si bien, no contamos con un porcentaje especifico de estas 

subpoblaciones, si podemos observar una disminución del reconocimiento de este glicano en las 

subpoblaciones de CD4+. 

Recientemente se ha reportado la dinámica de expresión de los glicanos que reconoce ALL 

después de su activación in vitro con anti-CD3/CD28, donde se observa un aumento de las 

células positivas a ALL, dentro de los subconjuntos CD4 y CD8.  La mayor expresión de glicanos 

que reconocen ALL se alcanza 48h después de la activación. Esto reafirma que existen 

remodelaciones, en donde las glicosilaciones intracelulares se modifican y las moléculas que se 

expresan de novo traen consigo diferentes glicosilaciones ocasionando cambios en los linfocitos, 

como la activación, proliferación o apoptosis. En nuestro caso, detectar estos cambios en los 

linfocitos T de memoria nos daría la pauta para saber si los cambios en las glicosilaciones se 

pueden asociar a una función en particular. 

 Varios informes sugieren que las glicosilaciones de ALL están implicadas en la modulación de 

las interacciones célula con célula, en la maduración, activación y modulación de la apoptosis de 

los linfocitos T. 83,77 

En estudios previos se ha detallado una estrecha relación entre los glicanos que reconoce ALL 

y una proteína en particular, tipo moesina. Recientemente se determinó que la proteína de 70 

kDa reconocida por la lectina ALL en la membrana de los linfocitos T si es una forma O-glicosilada 
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de moesina. A esta proteína también se le atribuyeron otras funciones como proporcionar una 

señal coestimuladora previamente no descrita en los linfocitos T CD4 y CD8 que, junto con CD3, 

puede inducir la activación y la proliferación. También los autores sugieren que probablemente 

la o-moesina es parte de un complejo molecular donde otras moléculas comparten la misma O-

glicosilación.88-91 

Específicamente de las glicosilaciones que reconoce ALL en linfocitos de memoria no hay ningún 

reporte, sin embargo, los avances que recientemente se han descrito, nos ayudan a reflexionar 

si estas mismas proteínas como la o-moesina están presentes en las moléculas de los linfocitos 

de memoria y si su función es la misma en los linfocitos CD4 y CD8. Estos avances que describen 

sobre cómo funcionan las glicosilaciones que se unen a ALL y las proteínas a las que están 

unidas, abre la posibilidad de investigar hechos similares en otras subpoblaciones y con otras 

lectinas, lo que favorece que se descubran nuevos mecanismos y funciones en los que están 

involucradas las glicosilaciones y sus remodelaciones. 

La presencia de ácidos siálicos se pudo analizar a través de dos lectinas, MAII (Figura 17) que 

detecta Siaα2,3Gal y SNA, Siaα2,6Gal/GalNAc. (Figura 18) Aunque ambas lectinas identifican 

ácidos siálicos y la única diferencia entre estos glicanos es la posición del enlace, es interesante 

analizar y compararlos, ya que sutiles cambios como el enlace, puede ser suficientes para tener 

un efecto o función distinta. por ejemplo en el caso de Siaα2,3Gal localizado en la superficie 

celular es bien conocido por ser el receptor de muchos microorganismos infecciosos como el 

virus de la influenza, así como la expresión anormal de Siaα2,3Gal se ha observado con 

frecuencia en muchos carcinomas y la unión de lectina con leucoaglutinina (MAL I) y 

hemaglutinina (MAH o MAL II) de Maackia amurensis es el método principal para la detección de 

Neu5Acα(2-3)Gal, mientras que la expresión de Siaα2,6Gal/GalNAc no genera ninguno de estos 

acontecimientos. No obstante, en nuestro trabajo si hubo diferencias significas entre estas dos 

uniones de lectinas afines a los ácidos siálicos, específicamente en la subpoblación de Memef/Ef. 

Un fenómeno importante donde podemos analizar la presencia de la glicosilación de ácidos 

siálico α-(2,3), es durante las etapas de maduración de los timocitos. Específicamente cuando 

los timocitos inmaduros DN están presentes en la corteza subcapsular expresan glicanos tipo O 

con unión a ácidos siálicos α-(2,3), posteriormente cuando pasan a la etapa DP, se pierden los 

residuos de ácido siálico terminales. En el momento en que los timocitos se convierten en SP, 

nuevamente expresan dicho glicano, siendo este el fenotipo de los linfocitos T naïve en la 

circulación periférica, antes de la estimulación antigénica. 36, 122-124 
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Estos hechos se correlacionan con la expresión de la enzima ST3Gal I. A mayor expresión de la 

enzima, más se identifica la presencia de ácidos siálicos, pero cuando la expresión es menor los 

ácidos siálicos no están presentes, es decir se pierden. Se sabe que la enzima ST3Gal I participa 

de forma crítica tanto en la maduración de los timocitos como en la supervivencia de los linfocitos 

T, ya que la pérdida de la expresión de ST3Gal I en ratones knockout provoca un aumento de la 

apoptosis y una reducción del número de linfocitos T CD8 en la periferia92-93  

Además, la sialilación específica de O-glicanos en CD8 por ST3Gal I puede contribuir a la 

interacción adecuada de CD8 con complejos péptido-MHC en células presentadoras de antígeno, 

de modo que la pérdida de expresión de ST3Gal I puede alterar la señalización de los linfocitos 

T CD8 y contribuir así a la muerte de estos. Esto sugiere que el ácido siálico presente en estas 

subpoblaciones naïve, memoria central, y memoria efectora tanto de CD4 y CD8, se expresa 

constitutivamente para evitar procesos de apoptosis, y garantizar la supervivencia de los 

linfocitos de memoria. 94 

Otros estudios demuestran que en los estadios iniciales de diferenciación los timocitos expresan 

en su superficie glicanos Siaα2,3Gal y conforme pasan a etapas posteriores de maduración el 

patrón de sialilación cambia expresando Siaα2,6Gal, esto probablemente se deba a la expresión 

de diferentes sialiltransferasas que están siendo reguladas diferencialmente. 93-95  

En conclusión, la presencia de este ácido siálico α-(2,3) en los linfocitos T naïve puede asociarse 

a fenotipos de linfocitos naïve que están en circulación y no han sido activadas. Por lo tanto, la 

expresión de este glicano podría asociarse a funciones como la supervivencia, evitando que 

ocurra un proceso de apoptosis celular. 

En el caso de las subpoblaciones memoria central, Memef/Ef tanto de CD4+ como CD8+, también 

observamos la presencia de este glicano, que puede estar relacionado con garantizar la 

supervivencia de estos linfocitos de vida larga, cuyas funciones no se han activado y se 

encuentran a la espera de una exposición secundaria a patógenos que previamente habían sido 

encontrados. .92,96  

También, podemos observar que  los  ácidos siálicos son las glicosilaciones más abundantes en 

la superficie de todas las subpoblaciones analizadas , particularmente  la del ácido siálico 2,3 

seguida por la del  ácido siálico 2,6. Retomando lo descrito anteriormente, podemos pensar que 

la presencia de estos ácidos siálico modula una función de importancia como la activación, o  la 

supervivencia en las subpoblaciones de los linfocitos T de memoria. 
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Los ácidos siálico con enlace α2,6 identificados por la lectina SNA, fueron los únicos que 

muestran un patrón de expresión diferente para cada subpoblación. Los linfocitos naïve CD4+ y 

CD8+ tienen un alto nivel de expresión de la glicosilación que reconoce SNA; en los linfocitos 

Memef/Ef CD4+ y CD8+ se observa una población con alto nivel de expresión del glicano Sial 2-

6 (SNA++) y otra con menor expresión (SNA+), sin embargo, esto es más evidente en los 

linfocitos CD8+. Los linfocitos de memoria central CD8+ tienen un nivel de expresión heterogéneo, 

y destaca una población con menor nivel de expresión a SNA.92    

Se conoce que la enzima ST6Gal I disminuye después de la activación general de los linfocitos 

T, y esta disminución tiene como resultado una reducción del ácido siálico ligado a α2,6 en los 

glicoconjugados de la superficie celular en los linfocitos T CD4 y CD8.94 Específicamente los 

linfocitos T CD4+ al activarse disminuye la sialilación α2,3 y α2,6, pero esta disminución va 

acompañada de un aumento general de sialilación de novo de epítopos Sia- α 2,8 75,83. Cabe 

destacar que el ácido siálico α2,6 se expresa menos en los linfocitos T CD4 polarizadas a Th1 y 

Th2. Sin embargo, entre estas dos subpoblaciones la población Th2, expresa más la enzima 

ST6Gal, por lo tanto, expresa mayor cantidad de ácido siálico unido a α2,6 en comparación con 

Th1.  Este comportamiento descrito previamente en linfocitos CD4+, puede ser similar al que 

nosotros observamos, pero en los linfocitos CD8+ de Memef/Ef, los cuales posiblemente al 

activarse pierden el ácido siálico por una disminución de la enzima ST6Gal y por esta razón 

podemos observar dos poblaciones, una con mayor unión a lectina y una con menor unión a la 

lectina SNA que reconoce el ácido siálico en posición α-(2,6). Desconocemos si esta disminución 

fue acompañada por un aumento general de sialilación de novo de epítopos Sia-α2,8 ya que esta 

glicosilacion no formo parte de nuestro objeto de estudio, sin embargo, para los estudios 

siguientes puede ser un objeto de estudio importante para saber más acerca de las 

modificaciones de las glicosilaciones cuando se activan los linfocitos. 

Por esta razón, los linfocitos Memef/Ef CD8+ probablemente, al pasar del estado de memoria al 

efector, podría sufrir una remodelación de los ácidos siálico que tienen en su superficie. La 

población SNA+, correspondería a los linfocitos que han perdido el ácido siálico α2,6 y que ahora 

son linfocitos activados, y la población SNA++ a la población que siguen siendo linfocitos de 

memoria efectora. Siendo la lectina SNA que identifica al Acido siálico α2,6Gal, un posible 

marcador fenotípico que diferencie una célula de memoria efectora de una efectora.92-94 

Por otro lado, hasta el momento, no hay marcadores que nos ayuden a diferenciar entre linfocitos 

de memoria efectora de las efectoras. Ambas son poblaciones que sería interesante poder 
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caracterizar con un fenotipo en particular para cada uno, lo que nos ayudaría a distinguir sus 

diferencias y comparar las remodelaciones. Identificar sus respectivas glicosilaciones y como 

estas pueden interferir en las funciones que ejercen. Para validar si esta glicosilacion podría 

servir como marcador, se propone hacer un panel de citometría de flujo para corroborar si la 

lectina SN puede ser un marcador que distinga entre estas subpoblaciones. 

Los marcadores para dicho panel podrían ser los siguientes CD16/32, CD44, CD4/CD8, CD25, 

CD62L, CD3APC y la lectina SNA.  Para la diferenciación de las subpoblaciones de linfocitos de 

memoria efectora, se podría observaría un fenotipo CD62L-, CD44+ y CD25-, mientras que el 

fenotipo de los linfocitos efectores seria CD62L low, CD44+, CD25+.  

La población SNA+ de la subpoblación Memef/Ef CD8+, probablemente representan a linfocitos 

que han perdido el ácido siálico y ahora son linfocitos efectores. Lo que resulta interesante, ya 

que esta lectina estaría ayudando a diferenciar estas subpoblaciones desde las diferentes 

glicosilaciones. 

Clásicamente, el análisis de las glicosilaciones se ha realizado utilizando lectinas en técnicas 

como microscopía, microarreglos y lectin-blot. Sin embargo, aún no se ha documentado una 

fenotipificación de lectinas en linfocitos T de memoria y sus subpoblaciones por citometría de 

flujo cuya ventaja es su capacidad de medir múltiples parámetros celulares, como el tamaño, 

forma y complejidad, así como cualquier componente celular o función que pueda ser marcada 

con un fluorocromo. Sin embargo, para realizar análisis más detallados estos estudios podrían 

complementarse con técnicas como cromatografía de alto rendimiento y la espectrometría de 

masas para dilucidar la estructura y secuencia molecular de estos glicanos.  

Este trabajo, podría contribuir a crear perfiles fenotípicos que nos ayuden a identificar diferencias 

entre las subpoblaciones, así como enriquecer la información que podría ayudar a descubrir otros 

mecanismos implicados en la activación, mantenimiento y funciones vitales donde los glicanos 

tengan una participación fundamental.  
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 Se estableció un panel de citometría que permite distinguir las subpoblaciones naïve, 

memoria central, Memef/Ef de linfocitos T CD4+ y CD8+ para posteriormente evaluar la 

presencia de diferentes glicosilaciones en cada subpoblación usando lectinas.  

 Las glicosilaciones de Manosa, N-acetilgalactosamina, α-Gal/GalNAc, Gal-β(1,3)-

GalNAc, y Ácido siálico-α-(2,3)-Gal se expresan en todas las subpoblaciones naïve, 

memoria central y Memef/Ef de linfocitos T CD4+ y CD8+ sin mostrar diferencias 

significativas. 

 El análisis de la glicosilación ácido siálico α2,6 reconocida por SNA muestra que en los 

linfocitos Memef/Ef existe una población SNA+ y otra SNA++. Lo anterior nos hace pensar 

que hacen falta más investigaciones para confirmar si la población SNA+, pudiera 

corresponder a linfocitos activados, mientras que la población con alto nivel de expresión 

pudieran ser linfocitos de memoria efectora. Entonces se podría evaluar la posibilidad de 

que la lectina SNA, sirve como un marcador fenotípico que diferencia entre la 

subpoblación de linfocitos de Memoria efectora de los efectores. 

  

11.-PERSPECTIVAS  

 
 Realizar repeticiones del análisis de las glicosilaciones de las subpoblaciones de linfocitos 

naïve, memoria central y Memef/Ef, para darle poder estadístico a los resultados 

obtenidos. 

 Generar un panel que podría diferenciar a los linfocitos de memoria efectora de los 

linfocitos efectores y a su vez incubar con la lectina SNA para comprobar la presencia o 

ausencia del ácido siálico α2,6 en estas subpoblaciones de interés.  

 Si la lectina SNA podría utilizarse como un marcador fenotípico sería de gran relevancia, 

ya que hasta el momento no hay una forma de diferenciar a estas dos subpoblaciones 

celulares. 
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