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RESUMEN
La glicosilacion es una de las modificaciones mas importantes de proteinas y lipidos. Los

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

biologicas, como las interacciones célula con célula y sefalizacion celular.

En el sistema inmunitario las proteinas secretadas y de superficie involucradas en la respuesta
inmunitaria estan glicosiladas. Los glicanos juegan un papel crucial en los contactos
intercelulares y la migracion de leucocitos, estas interacciones son importantes en la activacion,
proliferacion de leucocitos y durante la respuesta inmunitaria. Las proteinas inmunitarias clave,
como el TCR, los antigenos del MHC, los TLR y los anticuerpos también estan glicosilados. En
los linfocitos T las glicosilaciones son importantes para regular los pasos fisiol6gicos clave como
el desarrollo y la seleccién de timocitos, la activacion y la sefializacién, asi como la diferenciacion
y proliferacion. Sin embargo, hasta este momento hay algunos estudios previos que describen
las glicosilaciones en las subpoblaciones de linfocitos T CD4* y CD8*, pero aun falta identificar y
describir glicosilaciones presentes en linfocitos T de memoria.

La hipotesis es que cada poblacion de linfocitos T CD4* y CD8* naive, memoria central, memoria
efectora y linfocitos efectores tienen un perfil glucosidico particular. Por lo tanto, al identificar y
analizar los perfiles de glicosilacién en subpoblaciones naive, memoria central, memoria efectora
y linfocitos efectores T CD4* y T CD8* se puede contribuir a definir perfiles de glicosilacion
especificos para cada subpoblacion, que favorezca el reconocimiento de estados funcionales

celulares que no son actualmente identificables por estudios clasicos de fenotipificacion.

En la etapa experimental se usaron esplenocitos de raton recién obtenidos, se incubaron con las
lectinas biotiniladas Canavalina ensiformis ConA, Griffonia/Bandeiraea simplicifolia | GSLI, Vicia
villosa VVA, Amaranthus leucocarpus ALL, Peanut agglutinin PNA, Sambuccus nigra SNA y
Maackia amurensis Il MAIl y Streptavidine Brillant Violet421. Posteriormente se realizé la
incubacion con los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD44, anti-CD62L y anti-CD16/32. Las
células incubadas fueron analizadas inmediatamente en el citometro de flujo y posteriormente
con el software FlowJo con una linea de andlisis disefiada para identificar las subpoblaciones

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

En los resultados, se identifico la presencia de los glicanos a-manosas y N-acetilgalactosamina
reconocidas por las lectinas Con Ay VVA respectivamente en las subpoblaciones naive, memoria

central, memoria efectora y linfocitos efectores (Meme/Ef) tanto de CD4* como de CD8". La
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Isolectina GSLI-B4 que identifica al glicano a-Gal distingue una poblacién negativa y una positiva
en todas las subpoblaciones analizadas de CD4" y CD8*. Especificamente en los linfocitos CD4*
el porcentaje de la poblacion positiva de los linfocitos naive fue de 89.9%, en Meme/Ef de 95.2%
y en los linfocitos de memoria central 96.2%. En los linfocitos CD8", en la subpoblacion naive el
porcentaje de poblacion positiva fue de 82.3%, mientras que en Meme/Ef fue de 97.9% y en
memoria central de 88%. El patron de expresion de las glicosilaciones a las que se une PNA
también es semejante entre las poblaciones analizadas, en las cuales expresan una poblacion
positiva, excepto en los linfocitos CD4* efectoras/memoria efectora, ya que, en esta, hay una
poblacion positiva de 94.3% y negativa de 5.7%. Las glicosilaciones reconocidas por ALL, tienen
un patréon de expresion diferente entre linfocitos CD4* y CD8". En las subpoblaciones CD4" hay
una poblacién positiva y una negativa, mientras que todas las subpoblaciones de CD8* son ALL+
con patrones de expresion semejantes. En las moléculas sialidadas, observamos que las
moléculas reconocidas por MAA Il se expresan a muy altos niveles en todas las subpoblaciones
de CD4*y CD8* mientras que las moléculas reconocidas por SNA fueron las Unicas que muestran
un patrén de expresion particular en cada subpoblacién. En la subpoblacion Meme/Ef CD8* se
observa una poblacién SNA++ con un porcentaje de 18.6% y una IMF de 14204 es decir con
mayor nivel de expresion al glicano que reconoce SNA y otra poblacion SNA+ con un porcentaje
de 59.8% pero con una IMF de 507, es decir con menor expresion.

Lo cual quiere decir que la poblacion SNA+ en los linfocitos de memoria efectora, pudiera
corresponder a linfocitos efectores que han perdido su &cido sialico al activarse, y producen
citocinas como el IFN- y o bien se convierten rapidamente en citotdxicos, sin embargo, no
proliferan mucho, mientras que la poblacion con alto nivel de expresién, es decir la poblacion
SNA++, podria considerarse linfocitos de memoria efectora, aun sin activarse. Esto es importante
porgue la lectina SNA podria utilizarse como un marcador fenotipico de diferenciacién 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 naive, 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 1 GSLI, Vicia villosa VVA, Amaranthus leucocarpus ALL,
Peanut agglutinin PNA, Sambuccus nigra SNA, and Maackia amurensis Il MAIl 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 naive, central memory, and effector
memory/effector subpopulations with their respective glycosylations.

These results identified the presence of the a-mannose glycan and N-Acetylgalactosamine,
recognized by the ConA and VYV lectins respectively, in the naive, central memory, and effector
memory/effector subpopulations of both CD4" and CD8*. The GSLI-B4 isolectin, which identifies
the a- 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 naive population, while all CD8" populations are ALL+ with similar expression patterns. In the

sialylated molecules, we observe that the molecules recognized by MAA Il 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 timica
GalNAc N-acetilgalactosamina

GBP Proteinas de union a glicanos

GIcNAc N-acetilglucosamina

GSL-I Lectina Griffonia/Bandeiraea simplicifolia |
IMF Intensidad Media de Fluorescencia

lg Inmunoglobulinas

Linfocitos TC Linfocitos T citotdxicos

Linfocitos TH

Linfocitos T cooperadores

Memet/Ef Células de memoria efectora y linfocitos efectores
MA I Lectina Maackia amurensis |l

ManNAc N-acetilmanosamina

ManNAc-6P N-acetilmanosamina-6-fosfato

mTEC Células epiteliales de la médula timica

Neu5Ac Acido N-acetilneuraminico

Neu5Ac-9P Acido N-acetilneuraminico-9-fosfato

Neu5Gc Acido N-glicolilneuraminico
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OST Complejo Enzimatico Oligosacariltransferasa
PNA Arachis hypogaea (Peanut)

PSA Acido polisialico

SNA Lectina Sambucus nigra

Tcm Células T memoria central

Tem Células T memoria efectora

Trm Células T de memoria residentes
UDP-GIcNAc  UDP-N-acetilglucosamina

VVA Aglutinina Vicia villosa
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|.- INTRODUCCION
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 6sea. Las subpoblaciones de linfocitos
T CD4" y CD8* egresan del timo y viajan a través del sistema circulatorio para poblar los érganos
linfoides secundarios. Los linfocitos T expresan receptores de antigeno (TCR, por siglas en
inglés) distribuidos de forma clonal, cada uno especifico 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 antigeno que han quedado expuestas a
agentes patégenos. 3

Los linfocitos T se originan en la medula 6sea y completan su maduracion en el timo, donde
existen tres tipos de células epiteliales timicas que tienen funciones importantes en la produccion
de linfocitos T. Las células nodriza epiteliales, que estan en la corteza exterior, células epiteliales
de la corteza timica (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 proliferacién, maduracion y seleccién de los timocitos.>** Al ingresar al timo, los timocitos
carecen de los correceptores CD4 y CD8. Pasan por cuatro estadios de maduracion durante los
cuales ocurre el reordenamiento de la cadena p del TCR seguida de la formacion del pre-TCR.
Al emitir sefiales el pre TCR promueve la maduracién de las células y una rapida proliferacion de
estas en la corteza subcapsular, asi como una supresion del reordenamiento de genes que
codifica para la cadena 3 del TCR. Esto da lugar a la exclusion alélica del locus de la cadena j3,
y al inicio del reordenamiento de la cadena a del TCR?® .Posteriormente, el timocito DP (Doble
positivo, CD4+CD8+) expresa exitosamente una cadena TCRa que se asociara con la cadena
TCRP dando lugar al TCR maduro que sustituira al pre-TCR.?® Estas células DP que expresan
un complejo TCRaB son las mas abundantes en el timo, residen en la corteza, se mueven
activamente dentro del microambiente cortical buscando la interaccién de su TCR con moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por siglas en inglés) asociadas a péptidos
propios, un proceso crucial para la seleccioén timica.® En la seleccién positiva, se elegira aquellos
timocitos capaces de reconocer antigenos mostrados por moléculas del MHC propio, que se
expresan en las células epiteliales de la corteza timica. En esta etapa, el suceso critico es que
el TCR reconozca a las moléculas del MHC, con la intensidad correcta. El reconocimiento sera

exitoso en funcién 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 dardn como resultado la eliminacion de esos timocitos, y seran
Unicamente exitosos aquellos que hayan mostrado una avidez intermedia, asegurando asi la

eficacia del reconocimiento de los linfocitos T a las moléculas del MHC propias®.

Los timocitos seleccionados positivamente se trasladan a la médula timica donde interactian con
los auto-péptidos que se muestran en el microambiente medular, y contindan con el proceso de
maduracion fenotipica y funcional. Durante la seleccion negativa, las interacciones fuertes entre
TCR y el péptido propio-MHC favorecen la apoptosis de los linfocitos T, evitando la maduracion
y la emigraciéon de linfocitos T fuertemente autorreactivas y con el potencial de montar una

respuesta autoinmune en la periferia. ¢7

Cortex

Medulla

FIGURA 1. Maduracién de los linfocitos T. Los progenitores de los linfocitos T ingresan al timo. El desarrollo de etapas
secuenciales de timocitos doble negativos (DN) se acompafia 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 timicas corticales (CETC) para
seleccionar moléculas MHC de clase | y Il de manera positiva. Después de la seleccion positiva y el compromiso del linaje CD4 o
CD8, los timocitos positivos simples (PS) se reubican rapidamente en la médula, donde analizan las células presentadoras de
antigenos medulares en su mayoria células dendriticas (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 maduracion los timocitos SP maduros abandonan el timo como
emigrantes timicos recientes (RTE) y se unen a la poblacion de linfocitos periféricos. Los RTE
son funcionalmente diferentes de los linfocitos T naive maduros, ya que los RTE muestran una
menor capacidad de proliferacion y produccién de citocinas. Adquieren una competencia

funcional completa en los 6rganos linfoides secundarios que se identifica por la expresion de
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CDA45RA en su superficie y circulan continuamente entre los érganos linfoides secundarios y la
sangre através del receptor de quimiocinas CCR7 y el ligando CD62L.%%° En los seres humanos,
los linfocitos T naive expresan CD45RA y carecen de expresion del marcador asociado a la
memoria CD45R0. Se requiere la expresion de al menos un marcador adicional de linfocitos T
naive como CCR7, CD62L o CD27 para distinguirlas.

El linfocito T naive, circula continuamente por la sangre, linfa, tejidos linfoides secundarios y
ganglios linfaticos, en busca de su antigeno. Cuando encuentra a una célula dendritica (DC por
sus siglas en ingles) que exprese un MHC-péptido al cual pueda unirse, iniciar4 un programa de
activacion donde se efectuard una polarizacion funcional en las células. Dependeran de las
citocinas inductoras que estén presentes, el tipo de células que se formaran, por ejemplo, Thi,
Th2, Th9, Th17 12
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—
—
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; § b
4 \
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o

(] < ;
Pephd’e \COS % A
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FIGURA 2. Moléculas involucradas en la activacién de linfocitos T. La célula T reconoce el complejo MHC/péptido
en la APC a través de su TCR y recibe sefiales 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 antigenos (APC) procesan y
presentan péptidos extrafios en los surcos del MHC de clase | o clase Il en su superficie celular,
la expresion de MHC |l esta restringida a APC, mientras que MHC | esta presente en la mayoria

de las células nucleadas.!! EI TCR de los linfocitos T CD4* reconoce péptidos unidos a moléculas
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MHC I, mientras que el CD8* reconoce péptidos unidos a moléculas MHC |. Las moléculas MHC
| unen péptidos de proteinas intracelulares procesadas en el citoplasma de las células nucleadas
por estructuras llamadas proteasomas, el acoplamiento del péptido ocurre en el reticulo
endoplasmico; Una vez formado el complejo péptido-molécula clase |, este se transporta a la
membrana celular. EI MHC |l presenta péptidos de proteinas extracelulares endocitadas por las
APC, procesadas en los lisosomas para obtener el péptido y acoplarlo dentro la vesicula
previamente formada en el reticulo endoplasmico. Las bases del reconocimiento antigénico por
parte de los linfocitos T comprenden la interaccion de diversas estructuras, entre ellas la molécula

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

Las DC migran desde la periferia a los ganglios linfaticos, aqui, las células hacen movimientos
de rastreo, lo que proporciona un area extensa en la que los linfocitos naive entran en contacto
con las DC para explorar la amplia gama de antigenos. Los linfocitos T, se pueden encontrar en
cualquier tejido, pero estan mas concentrados en los érganos linfoides secundarios.*®* Cuando
los linfocitos T reconocen el complejo MHC-Ag en la DC se forma la sinapsis inmunolégica (Sl)
y comienza la activacion de linfocitos T naive. Esto requiere al menos dos sefiales, una
desencadenada por el complejo MHC-péptido y otra por moléculas coestimuladoras como
CD80/CD86 y su interaccién con CD28. CD28 se expresa de forma constitutiva en linfocitos T
humanos y murinos; y tras la union con CD80 o CD86, CD28 entrega una sefial coestimuladora
positiva, induciendo la produccion de IL-2 a través de mecanismos transcripcionales y
postranscripcionales, e inicia sefiales de supervivencia para linfocitos T a través de la via Bcl-
XL.*2 Por su parte CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), no se expresa en los linfocitos
T naive, pero se induce transcripcionalmente después de la activacién de los linfocitos T*4, emite
una sefial negativa, que antagoniza las sefiales de CD28 vy, por lo tanto, limita la magnitud y

duracion de la activacion de los linfocitos T.1415

Las citocinas inductoras producidas durante la activacién, provocan una diferenciacion celular
especificamente de los linfocitos CD4* a Thl, Th2, Th9y Th17.16

La diferenciacion hacia Th1l, es favorecida por la interleucina 12 (IL-12) y el interferon y (IFN-y).
(Figura 3) El factor de transcripcion involucrado en la diferenciacion a Thl, es T-bet.’® Estos
linfocitos participan en la eliminacion de patdégenos intracelulares y se asocian con autoinmunidad
especifica de 6rganos. IL-4 e IL-2 son fundamentales para la diferenciacion de Th2 y el principal
factor de transcripcion implicado en la diferenciacion del linaje es GATA 3, estos linfocitos

generan una respuesta inmunitaria a los parasitos extracelulares, incluidos los helmintos, y
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desempefian un papel importante en la induccion y persistencia del asma y de otras
enfermedades alérgicas.'’'® Los Th1 fueron inicialmente caracterizadas como un subconjunto
de células Th2, se encontré que TGF-B desvia la diferenciacion de Th2 hacia el desarrollo de
células Th9. Ademas, TGF-B en combinacién con IL-4 induce directamente la diferenciacion de
los linfocitos Th9. Los linfocitos Th9 se relacionan con enfermedades inflamatorias, incluidas las
enfermedades alérgicas.’®*® Los linfocitos Th9 se relacionan con enfermedades inflamatorias,
incluidas las enfermedades alérgicas.'®'® Las citocinas caracteristicas producidas por el
subconjunto Th9 son IL-9 e IL-10. La secrecién de IL-9 dependiente de IL-2 se potencia
sinérgicamente mediante una combinacion equilibrada de TGF- e IL-4 y se inhibe con IFN-y. Se
ha demostrado que el factor de transcripcion 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 transcripcion ETS. El PU.1 promueve especificamente el desarrollo de células

secretoras de IL-9 y restringe el programa genético Th2.1

Finalmente, en la respuesta Thl7, IL-6, IL-21, IL-23 y TGF-B son las principales citocinas de
sefalizacién implicadas en la diferenciacion, su factor de transcripcion caracteristico es ROR-yt
y es responsable de montar la respuesta inmunitaria contra bacterias y hongos extracelulares.

También participan en la generaciéon de enfermedades autoinmunes.®-2°
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FIGURA 3. Los distintos fenotipos de células T CD4" efectoras se asocian con diferentes tipos de patdgenos y patologias
inmunitarias. A) Las células Thl estan asociadas con infecciones bacterianas, protozoarias y virales. Producen INF-gamma, IL-2 y
factor de necrosis tumoral beta (TNF-B) y promueven la actividad microbicida en los macréfagos. B) Las células Th2 producen IL-
4/1L-5/IL-13+ que inducen la liberacién de mediadores toxicos de los mastocitos y los eosindfilos, promueven la contractilidad epitelial
y la produccién de moco. Las respuestas de Th2 estan asociadas con la enfermedad alérgica. C) Las citocinas caracteristicas
producidas por el subconjunto Th9 son IL-9 e IL-10. Los linfocitos Th9 carecen de funcién supresora y promueven la inflamacion de

los tejidos. D) Las infecciones bacterianas y fungicas extracelulares impulsan las células IL-17+ Th17 que promuevan la actividad de
los neutrdfilos y la liberacion 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 citotoxico importante en la proteccién contra infecciones y
reinfecciones de patdgenos intracelulares como virus. Cuando una célula T CD8* reconoce su
antigeno y se activa, tiene tres mecanismos principales para matar las células infectadas con
virus. La primera es la secrecion de citocinas como TNF-a e IFN-y con efectos antitumorales y
antimicrobianos, la segunda es via produccion y liberacion de granulos citotdxicos que contienen

dos familias de proteinas, 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 proteinas en el interior celular, bloqueando la
produccion de proteinas virales, provocando la apoptosis de la célula diana. La tercera es a
través de interacciones Fas/FasL activando la via de caspasas. Finalmente, tras la eliminacién
de las celulas infectadas o transformadas, la poblacién de linfocitos T CD8* se contrae por
apoptosis, dejando una pequefa poblacién de células que se convierte en linfocitos T de

memoria.*®

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

resultado de la expansion clonal y la diferenciacion de linfocitos especificos de antigeno que,
persisten durante toda la vida. Los linfocitos T de memoria confieren proteccién inmediata en los

tejidos periféricos?®

Las células de memoria central (TCM) y las células de memoria efectora (TEM), se definieron
inicialmente en humanos en funcion de dos criterios distintos: (a) la ausencia o presencia de
funcién efectora inmediata y (b) la expresién de integrinas y receptores de quimicionas que
permiten que las células migren a 6rganos 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 caracteristicos de las células T naive,
necesarias para la extravasacion celular a través de las vénulas del endotelio alto (HEV) y la
migracién a las areas de células T de dérganos linfoides secundarios.?® En comparacion con las
células T naive, las TCM tienen una mayor sensibilidad a la estimulacién antigénica, son menos
dependientes de la coestimulacion y regulan positivamente el CD40L, proporcionando asi una
retroalimentacion estimuladora mas eficaz a las DC y las células B. Después de la activacién del
linfocito T por medio del TCR, la TCM produce principalmente IL-2, pero después de la
proliferacion se diferencian en células efectoras.*’3! Las TEM humanas son células de memoria
que han perdido la expresion constitutiva de CCR7, CD62L y CD27, pero expresan CD45RO*1%-
12 En comparacion con las TCM, las células TEM se caracterizan por una funcién efectora rapida.
Los linfocitos CD8* TEM transportan grandes cantidades de perforina, y tanto CD4* como CD8*
producen IFN-y, IL-4 e IL-5 pocas horas después de la estimulaciéon antigénica. En los seres
humanos, el grupo de TEM contiene Thl, Th2, Th9 y TH17. Las proporciones relativas de TCM

y TEM en sangre varian 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 caracteristicos, ya que mientras las TCM se encuentran enriquecidas en ganglios

linfaticos y amigdalas, los pulmones, el higado y el intestino contienen mayores proporciones de
TEM.*

En resumen, los subconjuntos celulares funcionales para este trabajo de investigacion, los
podemos clasificar como TCM y TEM utilizando receptores de quimiocinas y otros marcadores.
Sin embargo, cabe sefalar que algunos de estos marcadores se modulan répida y
transitoriamente tras la activacion celular. 323

Las células T de memoria muestran un umbral de activacién bajo y una proliferacion vigorosa.
Aunque tanto TCM como TEM tienen una alta capacidad de respuesta a la estimulacién
antigénica, el potencial de expansion disminuye de TCM a TEM. La capacidad proliferativa
reducida se correlaciona con una disminucion en la longitud de los telomeros y con una mayor
propension a sufrir apoptosis. Estas limitaciones intrinsecas pueden ser anuladas por la
coestimulacion, que induce la actividad de la telomerasay la regulacién positiva de las moléculas
antiapoptoéticas. 3133
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Memoria

Naive Memoria central fectors Efectoras
Células ‘ @
human
CD4SRA + =
ccR7 + =
coe2L + -
127 + =
27 + =
ey : +
wmm - -
mouse
+ =
+ -
+ -
- +

Reconocimientos Citotoxicidad +-  Citotoxicidad ++ Citotoxicidad ++
de antigeno Proliferacién ++  Proliferacién +

Circulacion y Circulacion y Circulacion Circulacion
organos linfoides  drganos linfoides

Tabla 1. Caracteristicas 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 Glicosilacion

La glicosilacion de proteinas es el proceso enzimatico de agregar carbohidratos a sitios
especificos en proteinas nacientes. Los glicanos unidos a las glicoproteinas se dividen en tres
categorias: N-glicanos, enlazados con asparagina; O-glicanos de tipo mucina, unidos a
serina/treonina y de tipo O-GIcNAc por N-acetilglucosamina enlazados con Ser/Thr. Muchas
proteinas nucleares y citoplasmaticas se O-glicosilan mediante la adicion de una sola N-
acetilglucosamina (GIcNAc) a residuos de serina o treonina por la O-GlcNAc transferasa (OGT),

pag. 20




mientras que esencialmente todas las proteinas de membrana secretadas e integrales se

glicosilan dentro del reticulo endosplasmico (RE) y aparato de Golgi por enlaces N u O.3*

Los O-glicanos clasicos se construyen de novo directamente sobre la proteina dentro del aparato
de Golgi, que se inicia mediante la adicion de un grupo de N-acetilgalactosamina (GalNAc) a un
hidroxilo de la cadena lateral de los residuos de aminoacidos serina o treonina, por una enzima
de la familia de transferasas polipeptidicas GalNAc (ppGalNAcTs), de ahi el nombre "O-
enlazado". Si no se afiaden méas carbohidratos, la Unica GalNAc se conoce como antigeno Tn;
sin embargo, estas estructuras generalmente se construyen mediante la accion secuencial de
las enzimas residentes en Golgi para formar glicanos maduros, que se clasifican en ocho
"nacleos" (Nucleo 1-8) dependiendo de los carbohidratos proximales y su enlace con el GalNAc
inicial. Por ejemplo, la adiciéon de un residuo de galactosa (Gal) por enlace 31,3 a GalNAc
convierte el antigeno Tn en el glucano Core 1 (también conocido como antigeno T). La adicion
de un residuo de GIcNAc al glucano Core 1 por enlace 31,6 crea el glucano Core 2. Los otros
glicanos del nlcleo son variaciones sobre este tema, con diferentes carbohidratos y enlaces
préximos a la GalNAc inicial. En todos los casos, estos glicanos se alargan aln mas a estructuras
muy complejas que llevan una variedad de carbohidratos en multiples combinaciones y enlaces
glicosidicos, incluidos los &cidos sidlicos terminales, Gal, GalNAc, GIcNAc, fucosa (Fuc) y

otros.38-39.43
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Figura 4. Esquema de las vias de O-glicosilaciéon (A) y N-glicosilacién (B). El esquema muestra simplificados los dos
tipos de glicosilacién principales sobre proteinas, la N- y la O-glicosilacién. La O-glicosilacién ocurre mas tardiamente en el Golgi,
sobre los aminoéacidos serina y treonina. La N- glicosilacién consiste en la adicion de glicanos en un residuo de asparagina de una
proteina alrededor de una region consenso —N-X-S/T (X no puede ser prolina), El proceso de N- glicosilacion comprende la
modificacién secuencial de un glicano inicial basico rico en manosas por parte de distintas glicosidasas y glicosiltransferasas. Durante
el proceso de formacién de N glicanos complejos, es critica la actividad secuencial de las enzimas N-acetilglucosaminiltransferasas
(Mgatl; 2, 4y 5)

Por el contrario, los N-glicanos comienzan como una estructura central relativamente grande que
inicialmente se sintetiza como un precursor de lipidos en la cara citoplasmatica de la membrana
del RE, se mueve hacia el lumen del RE durante la sintesis por la flipasa localizada en el RE, y
se afiade 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 estan glicosilados, esta transferencia se cataliza en el RE por el complejo enzimatico

oligosacariltransferasa (OST).*°

En el RE, los N-glicanos juegan un papel importante en el control de calidad del plegamiento de
proteinas 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 proteinas
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 glicoproteinas de
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mamiferos.*? La transicion entre un N-glicano con alto contenido de manosa y un N-glicano de
tipo complejo es la adicion de un GIcNAc en un brazo del nucleo de manosa por GICNACT1
(Mgatl). Esta estructura de glicano de transicion con un solo GIcNAc (que puede alargarse con
los otros carbohidratos) y residuos de manosa terminales en los otros brazos se denomina N-
glicano “hibrido”. Tras la adicién posterior de residuos de GIcNAc, los N-glicanos entran en la
categoria de "N-glicanos complejos", y cada GIcNAc adicional representa una nueva "rama" de
glicanos. A medida que se agregan estas ramas de GIcNAc, es comun denominar a los N-
glicanos resultantes bi-, tri- y tetra-antenarios, basandose en cuantas ramas estan presentes.
Los N-glicanos se desarrollan tipicamente en estructuras con al menos dos ramas (bi-antenarias)

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

los O-glicanos. 3842

Synthesis of O-Glcnacylation

Cytosol Synthesis of N-glycans

OSMI-1
Ser/Thr

Dolichol <
Phosphate

Lumen endoplasmicreticulum

J
Protein

;\
E ; Asp X-Ser/Thr

Ohgosa:chande
transferase(OST)

l W-uor | DI
Tunicamycin U
OGT
zl—uop uMpwnP s.«sov 5GDP - 0P 4GDP 3@-GDP 3GDP
‘; ) r) ;,w mRNA ,J
v opncr [ Mo T &/
s S 2 v\l‘J

fﬁf
%

Glymprolenn\
Folding l

%

{:i

‘-.

Endosome\/ g\

Benzyl GalNAc

fen

Synthesis of mucin —

™ an(lgen

T
Translocation

e O-glycans f

Corel

\

Ser/Thr
[-uoP O-uop QH i @cmp P & ocvp cve  $ § 2
S V4 J &~ Q IR
pPPGGINACT cigalr srsGal \9/&, __STeGalNAC Sz 4.
e —_— L *‘3
]
o &-cwe 0 B-uop G
e ( ISR
Golgi % = N\ uop § * o0
o
Core3
} st W

Cored

Core2 ] e
8 ; ') L)
- BCGGIT/STSGOII C R v
L L L
M B M
. . .
brid

Oligomannose Complex Hyl

O He[1O9OO A

Glu GIcNAc  SiA  GalNAc  Man Gal Fuc

N

Figura 5. Sintesis de glicoproteinas. La glicosilacion de tipo N se inicia en el reticulo endoplasmico, donde se unen a la
proteina diana transfiriendo el resto glicosidico presente en DolP al residuo Asn en la secuencia Asn-X-Ser / Thr, y més tarde al
aparato de Golgi. donde la porcién glicosidica se alarga y adquiere una conformacién de N-glicano de tipo oligomanosa o tipo hibrido
o tipo complejo. Las glicoproteinas O GlcNAciladas se sintetizan en el citosol, nicleo o mitocondrias mediante la adicion de GIcNAc
en residuos de Ser / Thr. Los O-glicanos de tipo mucina se sintetizan y alargan en el aparato de Golgi, su sintesis ocurre en un
residuo Ser / Thr formando el antigeno Tn, precursor del ndcleo 1 o nlcleo 3. Ref: Wilton Gomez-Henao , Eda Patricia Tenorio ,

(2020): Relevance of glycans in the interaction between T lymphocyte and the antigen presenting cell, International Reviews of

Immunology
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La glicosilacion participa en el plegamiento de proteinas, ademas, tiene implicaciones directas
para el desarrollo de procesos bioldgicos como diferenciacion celular, apoptosis, transduccion de
sefiales, adhesiéon y migracion celular; y los defectos en los procesos de glicosilacion pueden
conducir al desarrollo de enfermedades autoinmunes y otras patologias®®. Por ejemplo, el
glucocdlix que es la zona periférica rica en oligosacéridos, glicanos, lipopolisacaridos y
proteoglicanos en las células eucariotas representa una barrera fisica de proteccion, asi como
elementos importantes para el mantenimiento de la estructura, porosidad y la integridad de los
tejidos. Dichas moléculas también pueden contener sitios de unién para otros glicanos
especificos, que, a su vez, ayudan a la organizacion general del glicocalix. La ubicacion externa
de los glicanos en la mayoria de las glicoproteinas puede proporcionar un escudo general,
protegiendo el polipéptido subyacente del reconocimiento por las proteasas, bloqueando la uniéon
de anticuerpos e incluso (en el caso de las mucinas) protegiendo superficies de tejido completas

de la union microbiana.3%-4°

Los glicanos tienen muchas funciones biolégicas especificas en el reconocimiento célula con
célula, un ejemplo es la familia de moléculas de adhesion selectina, que reconocen glicanos en
ligandos y median interacciones criticas entre células sanguineas y vasculares en una variedad
de situaciones normales y patoldgicas. Algunos sitios de reconocimiento criticos son en realidad
combinaciones de glicanos y proteinas. Por ejemplo, la P-selectina reconoce el ligando de
selectina genérico sialil Lewis x con alta afinidad solo en el contexto de los 13 aminoacidos amino-
terminales del ligando 1 de la glicoproteina de P-selectina (PSGL-1), que incluyen los residuos

de tirosina sulfatados requeridos.*?43

1.4 Acido sidlico

Los acidos sidlicos son cetoacidos (acidos organicos que contienen un grupo funcional cetona y
un grupo carboxilo) con un esqueleto glucidico de nueve carbonos, estan cargados
negativamente y se descubrieron en mamiferos, tienen en su estructura un anillo piranésico
constituido por cinco carbonos y un oxigeno formado por un hemiacetal en conformacion en
silla.*® En los glicoconjugados que existen en la naturaleza, los acidos siélicos se presentan sélo
en la configuracion a excepto en un donador rico en energia, el CMP-acido sidlico, donde el
carbono anomérico se encuentra en configuracion . Los acidos siadlicos mas abundantes en la
naturaleza son el Neu5Ac y el acido N-glicoliineuraminico (Neu5Gc) que difieren en el radical

que se encuentra unido al carbono de la posicion 5.46-47 (Ver figura 5)
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Figura 6. Los tres acidos sidlicos mas frecuentes acido N-acetiineuraminico (Neu5Ac), acido N-glicoliineuraminico
(Neu5Gc) y acido N-acetil-9 O-acetilneuraminico (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 biosintesis de Neu5Ac comienza con la formacion de N-acetil-D-manosamina (ManNAc)
desde UDP-N-acetil-D-glucosamina (UDP-GIcNACc) en el citosol, por accién de la enzima UDP-
GIcNAc-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 acido N-acetilneuraminico-9-fosfato (Neu5Ac-9P) mediante la
Neu5Ac-9P sintasa. Este ultimo compuesto (Neu5Ac-9P) es desfosforilado para obtener Neu5Ac
por la enzima Neu5Ac-9P fosfatasa. La forma activa de acido sialico, CMP-acido sialico, es
generada a partir de citidin trifosfato (CTP) y Neu5Ac en el nicleo 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. EI CMP-acido sialico (CMPNeu5Ac y CMP-Neu5Gc) es el
sustrato de las sialiltransferasas que incorporan los cetoacidos en cadenas nhacientes de
glicoproteinas y glicolipidos en el aparato de Golgi. La transferencia de é&cido siélico a los
oligosacaridos se da a partir de un azucar 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

funcion del tipo de enlace que forman?6-48
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Figura 7. Metabolismo de &cidos sidlicos en células eucariotas. 1, UDP-GIcNAc-2- epimerasa; 2, ManNAc cinasa; 3,
Neu5Ac-9P sintasa; 4, NeuSAc-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 degradacion de sialilglicoconjugados normalmente comienza con la hidrélisis de los
sialoconjugados por la accién de sialidasas extra o intracelulares. Las endo-sialidasas hidrolizan
enlaces internos de los acidos sidlicos, mientras que las exo-sialidasas atacan los enlaces
terminales de estos y desialilan glicoproteinas, glicopéptidos, gangliésidos, oligosacaridos y

polisacaridos.*®

Los acidos sidlicos tienen diversas funciones en mdltiples procesos biolégicos, principalmente
estructurales y de proteccién en las membranas celulares*. Son muy adecuados para transportar
y regular informacién para el reconocimiento de glicanos en la proteina, célula con célula y
patdgeno con célula®®. Actllan como receptores para micoplasmas, lectinas vegetales y animales,
virus, y toxinas bacterianas.®® Asi mismo, intervienen en interacciones célula con célula
relacionadas con la diferenciacion celular y en el desarrollo organogénico, asi como participan
en procesos de adhesién celular y contribuyen a la alta viscosidad de las mucinas protectoras de
endotelios.*® Sin embargo, también pueden actuar como "mascaras biolégicas", impidiendo el
reconocimiento de los glicanos subyacentes, especialmente los residuos de Gal ligados a ) por

proteinas de unién a glicanos intrinsecas y extrinsecas.!
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La suma total de la diversidad de sialoglicanos en una célula u organismo se denomina "sialoma".
Los é&cidos sialicos se encuentran a menudo como el sacarido terminal (més externo) en las
ramas de N-glicanos, O-glicanos, glicoesfingolipidos y ocasionalmente cubren las cadenas
laterales de los anclajes de GPI.>! Esta diversidad que existe en la superficie de las células a
partir de la presencia de &cidos sialicos, contribuye a la formacion de complejos heterogéneos
gue cumplen funciones especificas y esenciales que varian en cada célula. Lo que nos ofrece
una oportunidad de estudio para dilucidar las funciones que tienen o en las que intervienen los

acidos sidlicos solos 0 en conjunto con los glicanos. 52

Se ha comprobado que la interrupcién de la sintesis de Sia en ratones da como resultado la
letalidad en el dia embrionario 8.5, con una mala diferenciacién de las células nerviosas, asi

como de las células del musculo cardiaco y esquelético. 5052

1.5 Glicosilaciones en las células T

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

maduracion, migracion, sefializacion, diferenciacién y proliferacién.>*

La maduracién de los linfocitos T en el timo, es uno de los procesos donde mejor se han
caracterizado los patrones de glicosilacion® Estudios clasicos utilizando la lectina de cacahuate
(PNA), que reconoce la estructura Gal3(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
estan en la superficie de los timocitos inmaduros dobles positivos (CD4+/CD8+) y a medida que
se transforman en timocitos maduros simples positivos (CD8+) la unién de esta lectina disminuye.
Esta disminucion se correlaciona con la expresiéon de la enzima a-(2-3) sialiltranferasa (ST3Gal
I) cuya funcién es catalizar la adicidon de acido sialico (Sia) en unidén a-(2-3) al residuo galactosa
terminal de core-1 O-glicanos, produciendo el trisacarido Sia a (2-3) Galp(1-3)GalNAc e
inhibiendo de esta forma la unién de PNA.%5" Cuando los timocitos culminan su proceso de
maduracion en el timo y egresan como linfocitos T naive, 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.®® Sin embargo, después de la estimulacién del receptor
de linfocitos T, tanto CD8" como las CD4* aumentan la expresion del nucleo 23 1-6N
acetilglucosaminiltransferasa-l (GCNT1) a-1,3 fucosiltransferasa-VIl (FUT7) y probablemente

mas enzimas que facilitan la sintesis de 2 core O-glicanos del nucleo. Esta modificacion post-
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traduccional transforma las proteinas de superficie tales como PSGL-1 y CD43 en ligandos de
P-y E-Selectina para permitir su union al endotelio vascular activado cruzando por extravasacion

y permitir la entrada en tejidos no linfoides. %8

Las glicoproteinas participan también en la regulacion de la activacion y el funcionamiento de los
linfocitos T, principalmente mediante la N-glicosilacién del TCR y los correceptores, donde los
glicanos pueden actuar para estabilizar complejos en las sinapsis inmunoldgicas, sirviendo como
una capa protectora para la proteina subyacente al inhibir la degradacion por proteasas y pueden
suprimir la agregaciéon de TCR en la membrana, reduciendo asi la autoactivacion.®*° La
iniciacion de las respuestas de los linfocitos T depende del reconocimiento de un epitopo
antigénico presentado en el contexto de una molécula del MHC de clase | o clase Il (MHCI / II).
Los glicanos tanto en las cadenas de TCRa como en MHCII pueden afectar la activacion de los
linfocitos T.5! Se cree que los N-glicanos presentes en el TCR desempefian un papel en la
localizacién de la superficie celular y en la orientacién y organizacion de la propia molécula en
lugar de influir directamente en las interacciones del MHC. La f-1,6-N
acetilglucosaminiltransferasa-V (MGATS5) es la enzima responsable del inicio de la ramificacion
GIcNAc-B- (1,6) - en los N-glucanos y participa en multiples aspectos de la activacién de los
linfocitos T.6%62 La ramificacion de B- (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 disminucién de N-acetil-lactosamina, reduce los umbrales
de activacion de los linfocitos T in vitro al mejorar el agrupamiento de TCR debido a la ausencia
de formacién de una red de glicoproteina-galectina. Esta red mediada por galectina es
responsable de mantener CD45 y el complejo de sefializacion TCR en estrecha proximidad a
través de sus glicanos O y N-ligados (respectivamente) para prevenir la activacion de los

linfocitos T de baja avidez.®®

El MHC | es un heterodimero compuesto por un péptido glicosilado de 45 kDa llamado cadena
pesada y un polipéptido invariable de 12 kDa no glicosilado llamado 2microglobulina. La cadena
pesada a comprende tres dominios extracelulares, a1, a2 y a3. Dentro de la cadena pesada, el
anico sitio conservado para la N-glicosilacion en todos los alelos conocidos es Asn86. Los
experimentos de inhibicion de la N-glicosilacion mostraron que la ausencia de N-glicanos no
afecta la sintesis y expresion de MHC |, no aumenta su susceptibilidad a la degradacion
proteolitica y no modifica la aloantigenicidad de MHC I, ni su capacidad para interactuar con TCR.

Por otro lado, los andlisis computacionales de la dinamica molecular del MHC | sugieren que la




disposicién espacial de los N-glicanos juega un papel en la orientacion del MHC |
perpendicularmente a la membrana celular y estabiliza los residuos de proteinas involucrados en
la interaccién TCR-pMHC 1.

MHCII tiene tres sitios de N-glicosilacién altamente conservados, dos en la cadena a (Asn78 y
Asnl118) y uno en la cadena B (Asn19). La glicosilacion de MHCII no es necesaria para el
plegamiento o trafico adecuados de MHCII y muestra una gran variedad entre diferentes tipos de
células, como diferencias en el grado de sialilacién terminal y patrones de ramificacion que
pueden modulan directamente la unién y presentacion de los glicopéptidos, mientras que esto no
tiene ninguin impacto en la unién de los antigenos peptidicos no modificados.%® Se especula que
los glucanos sirven para extender la forma de plataforma de union de MHCII para acomodar las

moléculas de glucoantigeno mas grandes.®

Tradicionalmente, se ha descrito que TCRaf} solo reconoce antigenos peptidicos no modificados,
sin embargo, estudios realizados en los afios 90 mostraron que los péptidos glicosilados pueden
ser presentados por APC y reconocidos por linfocitos T, asi, los péptidos glicosilados han abierto
un nuevo escenario donde se puede observar que pueden ser presentados por APC y
reconocidos por linfocitos T.%” La formacién del complejo pMHC es provocada por la interaccion
molecular entre una porcion central del péptido, y los aminoacidos presentes en la hendidura del
MHC; se ha demostrado que los glicoantigenos pueden ser cargados y presentados por el MHC
al TCR, que reconoce los glicoantigenos e induce la activacién de clones especificos de linfocitos
T. Sin embargo, la presentacion del antigeno y la activacion del linfocito T se ven afectadas por
la eliminacién de la porcién glicosidica ligada al antigeno, estos hallazgos sugieren que la
glicosilacién en el antigeno esta directamente involucrada en la interaccion 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 formacion del complejo TCR-pMHC.%87°

1.6 Lectinas

Las lectinas constituyen un grupo de proteinas de origen no inmune con la propiedad de
enlazarse de forma especifica y reversible a carbohidratos, ya sean libres o que formen parte de

estructuras mas complejas. Contienen al menos 2 sitios de unién, de ahi que puedan enlazarse
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en primer lugar a un azlcar especifico y en forma secundaria a una molécula glicosilada. Estas
proteinas se descubrieron a finales del siglo XIX, cuando se observo la presencia de proteinas
con capacidad de aglutinar eritrocitos en extractos de plantas. Debido a esta propiedad, se les
denomind en un inicio hemaglutininas o fitohemaglutininas!'?113, Peter Hermann Stillmark en
1888, aisld la primera lectina de las semillas de ricino (Ricinus communis) a la cual llamo ricina
desde entonces se han descubierto y caracterizado una gran cantidad de ellas'*®!?, En 1930,
Karl Landsteiner fue galardonado con el premio Nobel de Medicina y Fisiologia, por el uso de
lectinas para tipificar los grupos sanguineos!4. En la actualidad, las lectinas se utilizan como
biomarcadores celulares y agentes terapéuticos, entre otros. También se ha establecido de
manera mas clara su efecto en el organismo como moduladoras de distintos procesos. Sin
embargo, alin existen una gran cantidad de aplicaciones que podrian explorarse y explotarse con
estas moléculas Las lectinas se consideran Utiles herramientas en el campo de la genética, la
biomedicina y la inmunologia. Su utilidad est4d 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 morfologicos ocurridos, para analizar la distribucion
subcelular de epitopos y terminales glicoproteicos!!®. 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 estimulos de activacion de

linfocitos T.
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Tabla 2. Poblaciones Linfocitarias reconocidas por lectinas

LECTINA POBLACION

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 capitulo Proteinas y Glicoproteinas, del libro Macromoléculas de productos naturales e

inmunomodulacion. %

La lectina ALL, obtenida de la semilla de Amaranthus leucocarpus es una glicoproteina dimérica
compuesta de subunidades de 35 kDa y existe en 3 isoformas principales que tienen un pl de
4.8, 49 y 5.2, respectivamente. Se une a Gal(11,3GalNAcJ1,0-Ser/Thr y a GalNAC[1,0-
Ser/Thr),%0-9

Mackia amurensis Il (MAII) se une 15117 solo a estructuras de carbohidratos particulares que
contienen acido sialico en un enlace a-2,3. A diferencia de la lectina de Sambucus nigra (SNA),
gue se une a estructuras con acido sialico en enlace a-2,6. La lectina de (SNA), aislada de la
corteza de la baya del salco, se une preferentemente al acido sidlico unido a la galactosa
terminal en a-2,6 y, en menor grado, al enlace a-2,3. La unién también es inhibida por lactosa o

galactosa. Esta lectina se une al acido sialico unido a N-acetilgalactosamina o galactosa'*®

Concanavalina ensiformis (Con A) reconoce la aMan presente como parte de un oligosacarido
central o core en muchas glicoproteinas de suero y membrana. Vicia villosa agglutinin (VVA)
reconoce preferentemente GalNAc terminal unida con enlaces a o 8 a Ser/Thr o treonina en un

polipéptido (conocido como antigeno Tn). La evidencia sugiere que esta lectina también puede
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requerir secuencias de aminoacidos especificas en el sitio del receptor de glicosilacion. El
disacarido galactosil a-1,3 N-acetilgalactosamina también es un potente inhibidor de esta

lectinal?®.

La PNA se une preferentemente a una estructura galactosils B-1,3 N-acetilgalactosamina en
muchos glicoconjugados como los grupos sanguineos M y N, gangliésidos y muchas otras
glicoproteinas y glicolipidos solubles y asociados a la membrana. La presencia de acido sialico
en estas estructuras inhibe el reconocimiento de PNA.1°

2.-JUSTIFICACION

Las glicosilaciones presentes en los linfocitos T juegan un papel fundamental en numerosos
eventos del sistema inmunitario, como la maduracién, activaciéon, migracion, regulacion y
apoptosis, esto se logra a través de una amplia variedad de funciones, como la estabilidad
estructural que los glicanos proporcionan a las proteinas, y su funcion como barrera biolégica
gue media la interaccién célula con célula. Una funcién importante de las glicoproteinas es su
participacién en la sinapsis inmunoldgica, donde los glicanos sintonizan la intensidad de
activacion de los linfocitos T. Sin embargo, se desconoce qué glicanos estan presentes y cémo
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 especificos para cada subpoblacion 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 clasicos de fenotipificacién. Asimismo, se pueden encontrar glicosilaciones
fundamentales que posteriormente puedan relacionarse con alguna funcién especifica de los

linfocitos T de memoria.

3.- HIPOTESIS

Cada poblacién de linfocitos T CD4* y CD8* naive, memoria central, las
subpoblaciones de memoria efectora y linfocitos efectores (Memet/Ef) tendra un perfil

glucosidico particular

4.-OBJETIVO GENERAL
Identificar y analizar los perfiles de glicosilacion en subpoblaciones celulares naive, de

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

Definir paneles para analisis por citometria de flujo que permita identificar y
analizar las subpoblaciones de linfocitos naive, memoria central y Meme/Ef de
linfocitos T CD4*y TCD8*

Utilizar lectinas y anticuerpos contra moléculas fenotipicas que identifiquen los
diferentes estadios celulares

Analizar y comparar las glicosilaciones presentes en las subpoblaciones de

linfocitos naive, memoria central, Meme/Ef de linfocitos T CD4*y CD8".

5.-MATERIAL Y METODOS

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 comisién de ética para la investigacion con animales de la Facultad de Medicina bajo el nUmero
del proyecto 099-602-08

5.2. Soluciones

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
NaCl 138mM, KCI 2.7mM, Na;HPO4 8.1mM, KH.PO41.2mM

Solucién de Lisis de Eritrocitos
NH4Cl 0.15mM, KHCO3; 10mM, EDTA-NA, 0.1mM

Solucién de lavado para Inmunofluorescencia
DPBS + 1% SFB (Suero fetal Bovino)
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5.3 Obtencion de esplenocitos de raton
Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical, se extrajo el bazo y se colocé en una caja

Petri con 10ml de DPBS; las células se obtuvieron perfundiendo el érgano con 5ml del mismo
PBS. La suspension celular se coloc6 en un tubo de 15ml, se dejé sedimentar durante 5miny se
transfirié la suspensiéon a un tubo nuevo. La muestra se centrifugo (490g, 5min), se retir6é el
sobrenadante y se lisaron los eritrocitos resuspendiendo el pellet en 1.5ml de solucion de lisis e
incubando 5min a temperatura ambiente (T.A.), para detener la lisis se agregaron 10 ml de DPBS
y se centrifugo la muestra 5 min a 490g. Las células se lavaron dos veces mas con 10 ml de
PBS, se resuspendieron en 5ml de la misma solucién, se contaron por tincién con azul tripano

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

5.4 Citometria de flujo

5.4.1 Citémetro de flujo
Se utilizé un citbmetro de flujo MACS Quant (Miltenyi Biotec Germany) con las siguientes

caracteristicas.

Tabla 2. Caracteristicas del componente 6ptico del citometro de flujo usado.

Laser violeta 450nm V1 405/50nm
Laser azul 488nm Bl 525/50
B2 655/40
B3 655-730
B4 750LP
Laser rojo 635nm R1 655-730
R2 750 LP
Laser 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 titulacién para su 6ptima

concentracion, deteccién y poder realizar la compensacion de las sefiales fluorescentes. Los

anticuerpos tienen las siguientes caracteristicas:

Tabla 3. Caracteristicas de los anticuerpos

Anti-CD3 REA 641
Anti-CD4 REA604
Anti-CD8 REAG601
Anti-CD44 REA6G64
Anti-CD62L REA828
Anti-CD16/32 REA377

Tabla 4. Caracteristicas de las lectinas:

APC VIO 770

PERCP VIO 700

PE VIO 770

PE

APC

FITC

ALL GalB1-3GalNAc-O-Ser /Thr Biotina-Streptavidine 421
PNA Gal-p(1,3)-GalNAc Biotina-Streptavidine 421
SNA Acido sidlico-a-(2,6)-Gal/GalNAc  Biotina-Streptavidine 421
MAII Acido sidlico-o-(2,3)-Gal Biotina-Streptavidine 421
\AY% GalNAc Biotina-Streptavidine 421
GSLI-B4 a-Gal Biotina-Streptavidine 421
CONA Manosa Biotina-Streptavidine 421

Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi

Miltenyi

NA
VECTOR
VECTOR
VECTOR
VECTOR
VECTOR

VECTOR
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Tabla 5. Caracteristicas de los fluorocromos.

Streptavidine BV 421
FITC

Zombie Green/FITC
PE

PERCP VIO 700

PE VIO 770

APC

APC VIO 770

407

490

490

496

482

565

650

652

421

525

515

488

704

775

660

775

Se utilizé el siguiente panel para el analisis celular.

V1
Bl
B2
B3
B4
R1
R2

Lectina Biotinilada-Strp BV421

CD16/32 ZG FITC
CD44 PE

CD4 PERCP VIO 700

CD8 PE VIO 770
CD62L APC
CD3 APC VIO 770

405

488

488

488

488

488

640

640

V1

Bl

B1

B2

B3

B4

R1

R2

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

GSLI-B4, PNA, ALL, SNA, y MAII.
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5.4.3 Inmunofluorescencia Directa

Un millén de células se resuspendieron en 100ul de solucién de lavado con la combinacién 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 500ul de solucién 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 segun el experimento correspondiente.

5.4.4 Inmunofluorescencia Indirecta.
Un millon de células se resuspendieron en 100ul de solucién de lavado con la respectiva

concentracion de lectinas biotiniladas. Las muestras se incubaron 30 minutos (4°C obscuridad),
se lavaron con 100ul de solucion de lavado (DPBS + 1% SFB Suero fetal Bovino)

centrifugando por 5 min a 490g y después con 200ul de solucion de lavado. Posteriormente se
incubaron con Streptavidine Brilliant Violet 421 en 100ul de solucién de lavado (30 min, 4°C,
obscuridad), se lavaron con 100ul de solucion 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 segun el experimento correspondiente.

5.4.5 Determinacién de Viabilidad

Las células previamente tefiidas se resuspendieron en 100ul en DPBS con el colorante Zombie
Green durante 20 minutos a 4°C en obscuridad, se centrifugaron (5min, 490g), y se

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

5.4.6 Sofware de analisis FlowJo

El andlisis de los datos de citometria se realizé con el programa de FlowJo V. 10.2 (Becton
Dickinson) y el analisis estadistico se realizé con el programa Prism 9 (GraphPad Software,
USA).
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CD4 PERCP VIO 700

CD3 APC VIO 770

6.-RESULTADOS

6.1 Titulacidon de anticuerpos y lectinas
Los anticuerpos se titularon para encontrar la concentracion optima haciendo cinco diluciones

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

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

un indice de separacion alto entre la poblacion positiva y la poblacion negativa y fueran las

concentraciones minimas 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.

4

c 2

2 3 4 5

DILUCIONES

c A 203
DILUCIONES

CD3 APC VIO 770
d“:‘c"i n | Dilucion | Concentracion '!33&?32 ,"f::aiz:: P84 | IS | IMF
1 150 3ug/ml 2396 178 448 | 817 | 2384
2 1:100 1.5 pg/ml 2097 212 634 | 444 | 2118
3 1_200 0.75 pg/ml 1716 225 679 | 327 | 1773
4 1:400 0.375 pg/ml 1469 246 688 | 275 | 1463
5 1:800 0.1875 pg/ml 1339 258 617 | 3.00 | 1430
CD4 PERCP VIO 400
dm'fc"ién Dilucién | Concentracién ,“f:gii:",‘: :':g::\‘; P84 | IS | IMF
1 1:50 3ug/ml 2538 383 853 | 52.9 | 2260
2 1100 | 1.5 g/ 2531 325 768 | 56.1 | 2241
3 1200 | 0.75 pg/ml 2531 38.3 80.9 | 58.2 | 2208
4 1400 | 0.375 pg/ml 2456 358 765 | 59.2 | 2195
5 1:800 | 0.1875 pg/ml 1806 32.0 72.3 | 438 | 1682
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CD44 PE

CD62L APC

CD16/32 FITC

P CD44 PE
; : No | pilucion | Concentracion | Mediana | Mediana | p g, | s | yF
" dilucién Positiva Negativa
5 1 1:50 3ug/ml 4778 79.8 174 | 49.6 | 4878
s 2 1:100 1.5 pg/mli 4345 84.1 179 | 44.7 | 4581
s 3 1:200 0.75 pg/ml 3066 71.3 169 | 30.5 | 3482
4 1:400 0.375 pg/ml 2483 58.8 154 | 25.3 | 2836
> 5 1:800 0.1875 pg/ml 2191 738 181 | 19.7 | 2546
¢ 1@ 3 4.5
DILUCIONES
' CD62L APC
s ‘ N° | pilucién | Concentracien | Mediana | Mediana | pg, | 5 | yF
dilucién Positiva Negativa
weq 1 1:50 3ug/ml 3671 37 102 | 55.6 | 2267
3 ¢ 2 1:100 1.5 pg/ml 3600 358 100 | 55.2 | 2260
L
; , 3 1:200 0.75 ug/ml 3719 36.2 993 | 58.1 | 2235
f i 4 1:400 0.375 pg/ml 3880 333 956 | 61.4 | 2104
~ - - -~ - 5 1:800 0.1875 pg/ml 3203 338 954 | 51.2 | 2091
¢ 12 8 45
DILUCIONES
108 CD16/32 FITC
wi X £ & i dine ., | Dilucion | Concentracion | Mediana | Hediana | p gy |5 | 1mF
1 & = ilucion Positiva Negativa
w3 8] 3 1 1:5 6ug/ml 1115 79.2 139 | 17.2 | 1106
@ 2 1:10 3pg/mli 1097 627 105 | 165 | 1084
A 3 1:20 1.5ug/ml 1039 732 134 | 158 | 1007
ot ‘ 4 1:40 0.75 pg/ml 908 68.1 130 | 133 | 867
> 5 1:80 0.375 pg/ml 736 79.0 144 | 101 | 738

I 2 3 &5 €
DILUCIONES

Figura 8. Titulacidn de anticuerpos. Esplenocitos de ratdn recién obtenidos se incubaron con las diluciones indicadas de anti-
CD3, -CD4, CD44, CD62L o0 CD16/32 y Ghost dye Red 780 e inmediatamente analizados en el citdémetro de flujo. Los linfocitos se
definieron por caracteristicas de tamafio y granularidad y posteriormente se seleccionaron los singletes, en esta region se evalué
la expresidon de cada molécula. Las graficas muestran concatenados con las diferentes concentraciones evaluadas. Las muestras
con la letra C son los controles, se utilizé uno para cada titulacion 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, percentii 84 'y el indice de separacion que se calcul6 con la siguiente
mediana positiva-mediana negativa

(84%Negativo—mediana negativa)/0.995

(IMF) de la regidn positiva de cada muestra Las flechas rojas muestran la concentracidn dptima de trabajo.

férmula Indice de separacion . Asi como la intensidad media geométrica de fluorescencia
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Las lectinas se titularon haciendo diluciones seriadas. La figura 8 muestra los concatenados que

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

elegidas fueron las que presentaron un indice de separacién alto entre la poblacién positiva y la

poblacion negativa y que fueran las concentraciones minimas necesarias: 1:16000 para Con,
1:80 para VV, 1:500 para GSL-I, 1:2500 para PNA, 1:4000 para MAAIl y 1:2000 para SNA.

ConA

VVA

GSLI-B4

1 Con A
4 ' eé : > No dilucién | Dilucién | Concentracion ;‘g:::c: :f:;;:';: P8a| Is IMF
5 Dl e 1 1:500 10 pg/ml 18748 304 480 | 104.2 | 134138
‘ - ¥ 2 1:1000 | 5 pg/mi 15635 270 428 | 98.4 | 98118
“1 3 ; 3 1:2000 2.5 pg/ml 13786 310 462 | 89.8 | 39462
3 9 4 1:4000 1.25 pg/ml 12409 164 307 | 86 16366
iV 5 1:8000 | 0.652 pg/ml 11003 120 250 | 837 | 7369
w4 6 1:16000 | 0.3125 pg/ml 10642 160 289 | 8153 | 3320
> 7 1:32000 | 0.15625 pg/ml 8054 90.7 242 | 529 | 2029
il DZILSCI?)NSE: ¢ 8 8 1:64000 | 0.078125 pg/ml | 4059 61.9 194 | 305 | 1245
: VA
T dm’::ién Dilucién | Concentracién ';‘g:l'f;: x:;a':"‘,: P84 | IS IMF
£ & & 1 1:40 5 pg/ml 2230 260 527 | 8.3 | 66543
L I q e a g ' 2 1:80 2.5 pg/ml 2093 249 542 | 7.1 | 64190
¥ 3 1:160 1.25 pg/ml 1962 289 478 | 10.3 | 60348
g T ERYN 4 1:320 0.652 pg/ml 1778 235 507 | 6.5 | 53068
o ; 5 1:640 0.3125 pg/ml 1407 278 569 | 4.8 | 50244
C 1234567 8 6 1:1280 | 0.15625 pg/m 1091 247 597 | 3.1 | 45609
DILUCIONES 7 1:2560 | 0.078125 ug/ml | 965 184 539 | 2.7 | 40071
A GSLIB4
" gl | Dilucion | Concentracion | odiana x:::;: P84 | Is IMF
1 1 1:125 8 pg/mi 3306 403 115 | 435 | 4853
3 2 1:250 4 pg/mi 7592 26.5 102 | 99.7 | 4741
g 3 1:500 2 pg/mi 6234 257 100 | 83.1 | 4308
o 3 ' ﬁ 4 1:1000 | 1 pg/ml 5121 22 91.2 | 733 | 3513
— 5 1:2000 | 0.5 pg/ml 2648 26.1 91.6 | 39.8 | 1960
123456 C 6 14000 | 0.25 pgiml 1742 224 849 | 274 | 1417
DILUCIONES
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O o PNA
i a ﬂ ' g | Dilucién | Concentracion | pocian? m::;?::l P84 | IS |IMF
P 1 1:1250 0.8 pg/ml 1092 214 418|428 | 2335
£ 9 a 2 1:2500 0.4 pg/ml 1775 221 439 7.00 | 2080
. ¢ 3 1:5000 0.2 pg/ml 1422 211 439 | 528 | 1754
v 4 1:10000 | 0.1 pg/ml 1149 217 439|418 | 1441
= 5 1:20000 | 0.05 pg/ml 1071 172 359 | 478 | 1350
123456 C
DILUCIONES
MAII
- , | gime, | Dilucion | Concentracion | Meciana “N":::l"‘,‘; P84 | IS | IMF
“3 $a: 1 1:1000 1 pg/ml 90411 365 458 | 963 | 4965
N g 2 1:2000 0.5 pg/ml 47432 302 402 | 469 | 4237
g 118 ' ¥ 3 1:4000 0.25 pg/ml 27578 338 462 | 219 | 4119
] ; 4 1:8000 0.125 pg/ml 15622 284 439 | 985 | 3976
i x 38 5 1:16000 | 0.0625 pg/ml 7429 346 468 | 578 | 3544
: . ¥ L4 6 1:32000 | 0.03125 pg/mi 4457 310 443 | 310 | 2890
123456¢C 7 1:64000 | 0.0156625 yg/ml | 2086 218 391 107 | 2513
DILUCIONES 8 1:128000 | 0.0078125 yg/iml | 1306 171 368 | 571 | 2341
SNA
LIS No | pilucion |  Concentracion Mediana | Mediana | pg, | 5 | |y
dilucion Positiva Negativa
E 7 1 1500 | 4 pg/ml 4098 146 330 | 214 | 7893
-] ' 2 1:1000 | 2 pg/ml 4387 173 347 | 527 | 7615
9 3 1:2000 | 1 pg/ml 5064 132 205 | 301 | 4609
6 4 1:4000 | 0.5 pg/ml 3662 113 254 | 250 | 3600
5 1:8000 | 0.25 pg/mi 1862 893 221 134 | 1857
YT C’ 6 1:16000 | 0.125 pg/ml 1268 117 333 | 530 | 1300

DILUCIONES

Figura 9. Titulacion de lectinas. Esplenocitos recién obtenidos se incubaron con cada lectina, el conjugado Streptavidine Brillant
Violet 421 y Ghost Dye Red 780 este ultimo utilizado para la evaluar la viabilidad, e inmediatamente fueron analizados en el
Citometro de flujo. Los linfocitos se definieron por caracteristicas de tamafio y granularidad y posteriormente se seleccionaron
los singlets, en esta regidn se evalud la expresion de receptores de cada lectina. Las graficas muestran concatenados con las
diferentes concentraciones evaluadas. Las muestras con la letra C son los controles, se utilizé uno para cada titulacién 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 indice de separacion que se calculd con
mediana positiva—mediana negativa
(84%Negativo—mediana negativa)/0.995

fluorescencia (IMF) de la regidn positiva de cada muestra Las flechas rojas muestran la concentracidn éptima de trabajo.

la siguiente férmula Indice de separacion . Asi como la intensidad media geométrica de

En el caso de la lectina ALL ya se contaba con su estandarizacion y titulacion. Esta fue utilizada
con una dilucién final de uso de 1:600.
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Las diluciones elegidas en cada titulacion de anticuerpos y lectinas, se enumeran en la
siguiente tabla con su respectiva concentracion.

Anticuerpo/Lectina Dilucion  Concentracion

CD3 1:50 0.003pg/ul
CD4 1:400 0.000375ug/ul
CDh44 1:100 0.0015pg/ul
CD62L 1:200 0.00075ug/pl
CD16/32 1:20 0.0015pg/ul
GSLI 1:500 0.002ug/ul
vV 1:80 0.0025ug/pl
PNA 1:2500 0.0004pg/ul
Con A 1:16000 31.25x10"-5ug/ul
SNA 1:2000 0.001pg/pl
MAII 1:4000 2.510"-4pg/pl

Tabla 7. Seleccidon de Anticuerpos y lectinas.



6.2 Estrategia de analisis

La estrategia de andlisis (Figura 10A) consistio en definir la region de linfocitos seguido de la
seleccion de singlets y se utilizdé una estrategia de Dump channel. (Figura 10B) la cual consistié
en seleccionar solamente la regién 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 regién de interés con la que se continuo el andlisis. Las células eliminadas con esta
estrategia incluyen linfocitos B, monocitos / macréfagos, células NK, granulocitos, mastocitos y
células dendriticas, asi como células muertas. El dump channel analiza la expresién de CD3 para
seleccionar claramente la poblacién de linfocitos T.

250K 1 260K 9] coapos
CD3 POS 10 El
200K 1 200K e
SSC-A 150K : FSC-A 150K CD1632i2G CD4PerCP- 3 |
FITC-A {vioTo0-a 10
100k Single Cells
770 1
0]
50K 4
b L ]
0 = | T T T T | T T T T T T L ™Y ™ T - 1[]3‘ T T
0 60K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 0 & oo ¢ 0 o ot 35
’ 0 100 100 10
FSC-H CD3APC-Vio770-A CDSPE-Vio770-A CD62LAPC-A

B
250K 4 Linf
200K
SSC-A  0Kd: ) CD16/322G FITC

100K

50K 4§
0 Z“ T T T
0 100K 200K 300K

FSC-A CD3APC-Vio770-A

FIGURA 10. A-Estrategia de analisis. Los esplenocitos de ratdn recién obtenidos se incubaron con los anticuerpos, los linfocitos
se definieron por caracteristicas de tamafio y granularidad y posteriormente se seleccionaron los singlets. Se establecié el
Dump Channel con los parametros de CD16/32 y CD3. Posteriormente se definid el linaje celular de CD4 y CD8, a partir de
estas poblaciones se identificé a las subpoblaciones de memoria efectora, memoria central y naive. Las incubaciones fueron
analizadas en el citdmetro y en Flow Jo. B-DUMP CHANNEL. Se selecciond una region de linfocitos y posteriormente se
establecié 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 parametros de CD16/32 con Zombie Green y
CD3, continuando el analisis con las células que solo eran positivas a CD3 y negativas a Zombie Green.
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A continuacion, con los parametros CD4* y CD8"*, pudimos distinguir los subtipos de linfocitos T
y finalmente con los pardmetros 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 (Meme/Ef), ambas con el fenotipo
CD62L"y CD44"y linfocitos naive CD62L"y CD44-.

Se observé en la subpoblacion naive CD4", un porcentaje aproximado de 43%, en cambio en la
subpoblacion naive CD8* fue de 20%. Entre estas subpoblaciones existe una diferencia
estadistica cercana al 20%, lo que significa que es mas grande la poblacién 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 (Meme/Ef), tanto de CD4* como CD8",
esta proximo al 40%, siendo las Unicas subpoblaciones que tiene un porcentaje cercano entre si
y con una diferencia estadistica menor. Lo cual podria deberse a una activacion de los linfocitos
T de memoria por una reinfeccién, aunque no tenemos certeza del estado de los ratones al
tratarse de un modelo sucio. Tampoco se confirmo su estado con indicadores de infeccion.
Finalmente, la subpoblacién de memoria central CD4", tiene un porcentaje de células cercano al
10%, mientras que la subpoblacion de CD8*, tiene un porcentaje mayor proximo al 38%. Estas
subpoblaciones tienen una diferencia estadistica cercana al 28%, esto puede significar que el
modelo animal que se esta utilizando, pasa por un proceso en donde los linfocitos T de memoria
central CD8* estan activadas mas que las CD4*, y pudiera tratarse de una reinfeccion de tipo
viral, sin embargo, esto no se confirmd. (Figura 10 Ay 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 citémetro. A partir de la poblacién positiva a CD3 con los parametros de CD4 y CDS8 se
seleccionaron las respectivas subpoblaciones. Posteriormente con los parametros 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 naive CD62L+ CD44-. B- Porcentajes de las subpoblaciones naive, memoria central y Meme/Ef de linfocitos

CD4y CDS.

6.3 Analisis 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,

(Memei/Ef), y naive TCD4* y TCD8* se realiz6 un andlisis del perfil de glicosilacion usando

lectinas biotiniladas.

Para cada subpoblacién se analiz6 la unién de las siete lectinas seleccionadas. ConA en la figura

12 identifica la presencia del glicano a-manosas. En las subpoblaciones naive, Meme/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 expresion.
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CD4

CD8

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 citdmetro de flujo y se analizaron como se indica en la Fig. 10 A. Las graficas
muestran el analisis representativo de la presencia de manosas que son reconocidas por Con A en células de memoria central,

Meme¢/Ef, y naive de subtipo CD4*y CD8*. En letras negritas se muestra el porcentaje de las poblaciones positivas, en letras itélicas

las IMF.
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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 naive, memoria central,

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

poblaciones positivas, hay una pequefia poblacion con menor nivel de expresion. Asi mismo, el

patron de expresion es similar entre las subpoblaciones de linfocitos T CD4* y CD8* con

excepcion de la subpoblacion de CD4* de memoria efectora y linfocitos efectores.
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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 citdmetro de flujo y se analizaron como se indica en la
Fig. 10 A. Las gréficas muestran el analisis representativo de la presencia de N-GalNAc que son reconocidos por VVA en naive,
células de memoria central, Memcs/Ef de subtipo CD4*y CD8*. En letras negritas se muestra el porcentaje de las poblaciones
positivas y en letras itélicas las IMF.

La lectina GSLI-B4 que reconoce al glicano a- Gal identifica en las subpoblaciones naive,
memoria central, Meme/Ef de CD4* y CD8*, identifica una poblacion positiva y una poblacién
negativa. (Figura 14)

En la subpoblacién naive CD8, la poblacion negativa tiene un porcentaje de 17.7% y es la

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

subpoblaciones. El patron de expresion de la poblacion positiva es mas heterogéneo y tiene una

IMF de 1075 mientras que la poblacién positiva naive de CD4* tiene una IMF de 1894, lo que

significa que la expresion del glicano a-Gal en la poblacion positiva de CD8* es mas variable, es

decir hay linfocitos naive CD8* que expresan menos el glicano que detecta la lectina GSLI-B4
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Los linfocitos de Meme/Ef CD4" tienen una distribucién del nivel de expresion mas heterogénea
con una IMF de 3206 comparada con la distribucién de su homélogo en CD8* con una IMF de
5644.

Los linfocitos de memoria central de CD4*, tienen una poblacién negativa mas pequefia que
corresponde al 3.8% y el patron de distribucion del nivel de expresion de la poblacién positiva es
mas homogéneo comparada con los linfocitos de memoria central CD8* que tienen un patrén de

expresion més heterogéneo.
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Figura 14. GSL.I distingue una poblacién positiva y una negativa en los linfocitos CD8* naive. En las células de memoria
central y Mem./Ef CD4* se observa una solo poblacién con niveles distintos de unién 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 citdmetro de flujo y se analizaron como se indica en
la Fig. 10 A. Las graficas muestran el analisis representativo de la presencia de a- Gal/GalNAc que son reconocidas por GSLI en
células naive, memoria central, y Meme¢/Ef de subtipo CD4* y CD8*. En letras negritas se muestra el porcentaje de las
poblaciones positivas, en letras itdlicas las IMF.
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En la figura 15 PNA identifica la presencia del glicano Gal-B(1,3)-GalNAc. Las subpoblaciones
de los linfocitos naive CD4* y CD8* expresan una poblacion positiva de 99.7% y 99.8%
respectivamente, asi como un patron y nivel de expresién semejante.

Los linfocitos Meme/Ef de CD4*, expresan una poblacion negativa de 5.7% y una poblacion
positiva de 94.3%. La poblacion negativa tiene una menor proporcion de células y la positiva
expresa un patrén de dispersion del nivel de expresion de IMF méas heterogéneo. La poblacion
de linfocitos T CD8" de Meme/Ef, solo tiene una poblacion positiva que expresa una dispersion
del nivel de expresiéon de IMF mas homogéneo.

Los linfocitos de memoria central CD4* tienen una poblacion negativa muy pequefia de 1.4%
mientras que los linfocitos de memoria central CD8* tiene Unicamente una poblacion positiva.

Ambas subpoblaciones tienen un patrén y nivel de expresion similares entre si.
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Figura 15. El patrén de expresion de la glicosilacion Gal-B(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 citometro de flujo y se analizaron como se indica en la Fig. 10 A. Las graficas muestran el analisis
representativo de la presencia de Gal-B(1,3)-GalNAc que son reconocidas por PNA en linfocitos naive, memoria central, y
Meme¢/Ef de subtipo CD4* y CD8*. En letras negritas se muestra el porcentaje de las poblaciones positivas, en letras italicas las
IMF.
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Por otro lado, las glicosilaciones reconocidas por ALL (Figura 16) en los linfocitos naive, memoria
central, Mem«/Ef CD4", expresan dos poblaciones, una negativa y una positiva a diferencia de
las subpoblaciones de CD8", que solamente expresan poblaciones positivas. Los linfocitos naive
CD4* expresan una poblacién positiva con una mayor dispersion del nivel de expresion de la IMF,
en cambio, los linfocitos CD8* naive tienen una poblacién positiva conformada por una poblacion
ALL++ y una ALL+, la poblacion 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 poblacion ALL++ tiene un nivel de expresion mayor del glicano que reconoce ALL.

La subpoblacién CD4* Mem./Ef tiene un patrén de expresion de las glicosilaciones reconocidas
por ALL mas heterogéneo que las CD8". Los linfocitos de memoria central CD4* expresan una
IMF con mayor dispersion, respecto a la poblacion positiva de los linfocitos CD8*. Los linfocitos
de memoria efectora CD8" tienen un grupo de linfocitos con un mayor nivel de expresiéon del

glicano que reconoce ALL.
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Figura 16. Las glicosilaciones reconocidas por ALL tienen un patrén de expresion 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 citémetro de flujo y se analizaron
como se indica en la Fig. 10 A. Las graficas muestran el andlisis representativo de la presencia de GalB1-3GalNAc-O-Ser /Thr que
son reconocidas por ALL en células de memoria central, Memes/Ef y naive de subtipo CD4*y CD8*. En letras negritas se muestra

el porcentaje de las poblaciones positivas, en letras itélicas las IMF.

Al analizar las moléculas de acido sialico-a-(2,3)-Gal reconocidas por MA Il (Figura 17), se
observa que las subpoblaciones de linfocitos naive y memoria central tanto CD4* como CD8,
expresan unicamente una poblacién positiva, tienen un patron de expresién semejante y un alto

nivel de expresion del glicano.

La subpoblacion Meme/Ef CD4*, expresa exclusivamente una poblacion positiva al igual que su
correspondiente en CD8*, ambas expresan altos niveles de expresion del glicano. Aunque se
diferencian en que los linfocitos Meme/Ef CD4* tienen una mayor dispersion del nivel de
expresion de IMF comparada con las CD8* de memoria efectora, cuya dispersion es mas

homogénea
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Las moléculas de acido sidlico -a-(2,6)-Gal reconocidas por SNA (Figura 18) en las
subpoblaciones CD4* y CD8* naive, conforman una poblacion positiva, con un patron y nivel de
expresion semejantes. Los linfocitos CD4 de Memei/Ef, tienen una poblacion positiva que muestra
una dispersion del nivel de expresion mas homogéneo. En contraste, los linfocitos de Memei/Ef
CDS8, tienen una poblacién negativa de 20.1% y una poblacién positiva de 79.9%, esta Ultima
tiene una poblacion SNA+ con un menor nivel de expresion de IMF de 507, y una poblacién
SNA++ con un mayor nivel de expresion de IMF de 14204. Finalmente, los linfocitos de memoria
central CD4, expresan una poblacion positiva de 99.8% con altos niveles de expresion del glicano
gue reconoce la lectina SNA por el contrario los linfocitos de memoria central CD8, muestran una
poblacion positiva de 97.3%, con una poblacion SNA+ de 11.8% y una IMF de 675 y una SNA++
de 85.5% y una IMF de 17563, esta ultima tiene un patrén y nivel de expresion similar a la
poblacién positiva de los linfocitos CD4 de memoria central.
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Figura 17. Las glicosilaciones reconocidas por MAII tienen un patrén de expresién 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 citdémetro de flujo y se
analizaron como se indica en la Fig. 10 A. Las graficas muestran el analisis representativo de la presencia de acido sialico-a-
(2,3)-Gal que son reconocidas por MAII en linfocitos de memoria central, Meme/Ef y naive de subtipo CD4*y CD8* En letras
negritas se muestra el porcentaje de las poblaciones positivas, en letras itdlicas las IMF.
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Figura 18. La lectina SN que reconoce a Acido sialico-a-(2,6)-Gal muestran un patrén y niveles de expresion similares entre
si, 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 citdmetro de flujo y se analizaron
como se indica en la Fig. 10 A. Las graficas muestran el analisis representativo de la presencia de Acido sialico-a-(2,6)-Gal que
son reconocidas por SN en linfocitos naive, de memoria central, Meme/Ef de subtipo CD4*y CD8* En letras negritas se muestra
el porcentaje de las poblaciones positivas, en letras itélicas las IMF.

Con el objetivo de observar de manera global el patrén de glicosilaciones de cada subpoblacion

se muestran un mapa de calor (Figura 19) donde se graficé la Intensidad media de fluorescencia

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

subpoblaciones naive, Meme/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 1l y SN tienen valores mas altos. Esto nos demuestra que existe mayor expresion de

acido sialico, comparado con las otras glicosilaciones. La glicosilacion con acido siélico-a-(2,3)-

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

seguido de los linfocitos naive y finalmente los de Meme/Ef. La glicosilacién con &cido sidlico-a-

pag. 53




(2,6)-Gal que identifica la lectina de Sambuccus nigra, tiene una mayor cantidad de expresion en

los linfocitos de memoria central y naive, y menor expresion en los de Memer/Ef.

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

reconocidos por MAII tiene valores mas altos. Esto demuestra que existe mayor expresion de

glicosilaciones de Sia a2,3Gal en las subpoblaciones naive, memoria central y Meme/Ef. Cabe

destacar que la lectina SNA a pesar de identificar Acido sialico a2,6 Gal, tiene menor expresion

gue la lectina MAII, sobre todo en la poblacion de linfocitos Meme/Ef, donde se observaba una

poblacion SN+ y una poblaciéon SN++.

A B
Linfocitos CD4" Linfocitos CD8*

Con A Con A
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Figura 19. Heatmap demuestra que hay mayor cantidad de glicanos de acido siélico tanto en CD4 como en CD8.
Los datos de las IMF fueron obtenidos por el programa de andlisis de Flow Jo y posteriormente con el Sofware

prisma para analizar de forma global la expresion de los glicanos en CD4* y CD8*.
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A B
IMF Subpoblaciones CD4 IMF Subpoblaciones CD8
Lectina Naive | Memo/Ef | Memoria Lectina Naive | Memo/Ef | Memoria
Central Central
Con A 2496 3333 3241 Con A 2766 3271 2761
VVA 3035 5438 4864 VVA 3434 4900 4044
GSLI-B4 575 2100 2249 GSLI-B4 327 4154 583
PNA 3645 1899 3392 PNA 3335 8348 4552
ALL 768 1916 1143 ALL 6239 5942 5803
MAII 31960 20879 36871 MAII 22021 23001 25289
SNA 14887 13284 20074 SNA 15450 383 9554

Tabla 7: A-IMF de las subpoblaciones naive, Meme/Ef y Memoria central de los linfocitos CD4*

y B-CD8* correspondiente a cada lectina.

A B
Porcentajes celulares reconocidos por las Porcentajes celulares reconocidos por las
diferentes lectinas. Linfocitos CD4 diferentes lectina. Linfocitos CD8
Lectina Naive Meme/Ef | Memoria Lectina Naive Meme/Ef | Memoria
Central Central
Con A 100% 99.9% 99.9% Con A 100% 100% 100%
VVA 99.5% 99.8% 99.8% VWA 99.9% 99.9% 99.9%
GSLI-B4 89.9% 95.2% 96.2% GSLI-B4 82.3% 97.9% 88%
PNA 99.7% 94 3% 98.6% PNA 99.8% 99.8% 99.8%
ALL 85.4% 93.1% 87.2% ALL 99.8% 99.7% 99.8%
MAII 99.9% 99.9% 99.8% MAII 99.9% 99.9% 99.7%
SNA 100% 97 .9% 99.8% SNA 100% 79.9% 97.3%

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.-DISCUSION

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

subpoblaciones naive, memaria central, Meme/Ef de los linfocitos T CD4* y TCD8*. Para esto,

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

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

glicanos que estan presentes en la superficie celular de estas subpoblaciones. 7*"*

pag. 55




Un aspecto importante para este andlisis era poder utilizar ratones que tuvieran linfocitos en
todos los estadios antes mencionados. En este sentido, nos resultd ventajoso que el bioterio al
gue tenemos acceso es de una sola barrera. Los animales de este tipo de bioterios se han
clasificado como modelos murinos “sucios”, >7® se caracterizan por ser ratones que se
encuentran en instalaciones que no son libres de patégenos especificos y tienen la ventaja de
estar compuestos por una gran variedad de linfocitos T en tejidos periféricos. Ademas, presentan
un mayor porcentaje de linfocitos T CD8* de memoria efectora con mayor capacidad citolitica
gue los obtenidos de ratones de bioterios libres de patégenos especificos (SPF) >75. Esto nos

permitié encontrar en nuestros analisis linfocitos T naive, activadas y de memoria.

El analisis de glicofenotipos se realizé con lectinas que son proteinas de unién a carbohidratos
a las que se les han atribuido una amplia gama de funciones y tienen una gran importancia en el
area de la glicobiologia y ofrecen muchas ventajas como disponibilidad inmediata,
especificidades distintas y alta estabilidad.” La aplicacién de las lectinas como herramientas
analiticas en la glicobiologia ha generado nuevas oportunidades para explorar nuevas
propiedades y caracteristicas, y en nuestro caso nos ayudan a comprender e identificar

elementos en la superficie celular que pueden intervenir en diversos procesos celulares.’®-8°

Al analizar las muestras incubadas con ConA (Figura 12) observamos que el glicano manosa
reconocido por dicha lectina se expresa un patrén y nivel de expresion similar entre las
subpaoblaciones de CD4* y CD8*, esto se relaciona con la presencia de manosas en la molécula
CD3. Se ha descrito en ensayos de inmunoprecipitacion 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 activacion. La
glicosilacion de CD3 juega un papel funcional importante como intermediario entre la sefializacion
inicial del TCR y la activacion de las vias de activacion intracelular. La presencia de
glicosilaciones con manosas en CD3 puede explicar porque en todas las subpoblaciones
celulares naive, memoria central, Meme/Ef la expresion es similar, sin importar el tipo y/o estado

de la célula. 8182

El glicano N-acetilgalactosamina que se identifica con la lectina VVA, (Figura 13) esta presente
en todas las subpoblaciones naive, memoria central, memoria efectora y linfocitos efectores de
CD4*y CD8". Tiene un patrén de expresion similar, excepto en la subpoblacion Meme/Ef CD4".83
Se hareportado que esta lectina funciona como un marcador fenotipico 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 poblacion celular y tampoco observamos diferencias
significativas entre la union de lectina en linfocitos CD4* y CD8*, aunque lo reportado

anteriormente especifica que esta diferencia es en enfermedades autoinmunes. 88

El analisis de las glicosilaciones reconocidas por GSLI-B4 (IB4) (Figura 14) muestra que los
residuos a-galactosil estan presentes en todas las subpoblaciones con patrones y niveles de
expresion similar, es decir su expresion es constante. Hasta el momento se ha reportado, que se
expresa de forma constitutiva en diferentes tipos celulares como células endoteliales'’® en tejidos
normales de ratdn, conejo, rata y humanos, asi como en macréfagos de rata.®® También se ha
detallado que esta lectina marca la microglia del SNC y ciertas neuronas periféricas, incluida una
subpoblacién de pequefias células ganglionares de la raiz dorsal tipo B oscuras, algunos axones
simpéticos posganglionares, y casi todos los axones gustativos periféricos en ratas.'?® Ademas
esta 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 simplicifolial?®. Sin embargo, es la primera
vez que se reporta en linfocitos T, especificamente 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 funcion

especifica.

Por otra parte, la lectina PNA que reconoce Gal-(1,3)-GalNAc (Figura 15) muestra que existe
un patrén de expresion semejante entre las subpoblaciones de CD4* y CD8*, en donde la
poblacion positiva de todas las subpoblaciones tiene casi la misma intensidad de fluorescencia,
excepto en los linfocitos T CD4* Meme/Ef, donde se observa una dispersion mas heterogénea
del nivel de expresion de IMF.”” Lo cual quiere decir que la subpoblacion de linfocitos CD4*
Meme/Ef tiene una unién a lectina mas variable comparada con las otras subpoblaciones que

presentan mas uniformidad entre si.

La expresion del glicano que reconoce PNA se relaciona con los cambios que ocurren durante
el desarrollo y la activacion de los linfocitos T, donde se desarrollan alteraciones en la estructura
de las glicoproteinas de la superficie celular.”® Por ejemplo, la conversién del fenotipo PNA+ a
PNA- en timocitos durante su maduracién se ha atribuido al enmascaramiento de los receptores
de carbohidratos de la superficie celular por el &cido sialico durante la maduracion intratimica de
estas células.”” Sin embargo cuando se activan los linfocitos T, los O-glicanos del ntcleo de las

glicoproteinas CD45 y CD43, pierden el &cido sialico y quedan con el glicano Gal-B(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.’®” Esto no coincide con lo que observamos en nuestros
resultados, donde los linfocitos naive si expresan este glicano, aunque de acuerdo con lo
reportado al ser un linfocito que aun no esté activada no tendria que serlo, pues el glicano_Gal-
B(1,3)-GalNAc que reconoce PNA deberia estar enmascarado con un 4cido sidlico final, lo que
impediria que PNA pueda reconocer y unirse al glicano especifico, sin embargo en estudios
futuros esto podria confirmarse cuantificando un marcador como CD69. También se ha
propuesto que la pérdida de acido sialico de la superficie celular durante la activacién de los
linfocitos T mejora la reactividad del TCR con el antigeno. Sin embargo, también se ha reportado
gue la activacion de los linfocitos T da como resultado una mayor union del anticuerpo CZ-1 que
reconoce un epitopo que contiene acido sialico en CD45RB. Esto indica que se produce un
aumento de la sialilacion del epitopo CZ-1 durante la activacién de los linfocitos T,y que la
pérdida de acido sialico de la superficie celular durante la activacion de los linfocitos T es un
evento selectivo en lugar de afectar a todos los glicanos de la superficie celular. Dado que los
glicanos especificos en los esqueletos de glicoproteinas controlan eventos criticos en la
maduracién y supervivencia de los linfocitos T, es importante comprender los mecanismos de
glicosilacion selectiva de glicoproteinas para regular el desarrollo y la funcion de los linfocitos

T 120

Particularmente CDA45 (receptor con actividad de tirosina fosfatasa de proteinas) esta formado
por tres regiones, intracelular, transmembranal y extracelular. La regiéon extracelular se
caracteriza por estar glicosilada, y ser una regién de constantes cambios durante la maduracion,
activacion y diferenciacion de los linfocitos T. Estos cambios son orquestados por

glicosiltransferasas que modifican la composicion, la carga y las dimensiones de los glucanos.
108

Especificamente la porcion extracelular de CD45 se compone de tres regiones similares a
fibronectina (FN), un dominio rico en cisteina y tres dominios que surgen de ARNm empalmados
alternativamente, denominados A, B y C. Toda la longitud de la porcion extracelular esta
decorada con N-glucanos, mientras que los O-glicanos principalmente estructuras core-1 (Gal-
B(1,3)-GalNAc) y core-2 (GalB1,3[GIcNAc-B1,6]GalNAc) estan presentes en los dominios A, By
C distales a la membrana. % 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 unién del ligando y, en

consecuencia, la sefializacion intracelular.

CD45 es considerado un regulador critico del desarrollo y funcién de los linfocitos T. Su estado
de glicosilacién controla el reconocimiento, afecta la sefializacion intracelular por el dominio de
tirosina fosfatasa citoplasmatica y modula la respuesta del linfocito T al antigeno. Aunque se ha
establecido la importancia de CD45 durante el desarrollo de los linfocitos T, es claro que la
glicosilacion de CD45 es un proceso dindmico que modifica la supervivencia, activacion y funcién
inmunolégica de los linfocitos T?. Esto se relaciona con lo observado en nuestros resultados,
donde todas las subpoblaciones tanto CD4* como CD8* poseen la glicosilaciéon Gal-B(1,3)-
GalNAc, y posiblemente se debe a que las subpoblaciones naive y los linfocitos de memoria
central y Meme/Ef, tienen diferentes isoformas de CD45, y estas a su vez una organizacion
distinta del glicano de nuestro interés Gal-(1,3)-GalNAc, dando una funcién en particular para
cada subpoblacion como la supervivencia o activacion. Para corroborar esto ultimo, en futuros
estudios se podria cuantificar CD69, CD25, CD122 y HLA-DR para verificar la activacion y para
la supervivencia cuantificar Bcl-Xl y Bcl-2 que son las proteinas antiapoptésicas 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
infeccion, tienen un alto nivel de expresion del glicano reconocido por PNA, esto se debe a la
expresion de la enzima neuraminidasa endégena que corta los residuos de acido sialico dejando
expuesto al glicano; estas condiciones perduran y se mantienen en linfocitos de memoria .778°
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. 8182,

Estas observaciones refuerzan la importancia de profundizar en los perfiles de glicosilacion para
aprender sus diferencias, desarrollo y la funcion que estos glicanos ejercen en los linfocitos T de
memoria CD4" y CD8*.83

La lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) (Figura 16) reconoce especificamente O-glicanos
del tipo GalB1-3GalNAc-O-Ser /Thr, unidos a moesina, asi como glicanos Gal1-3GalNAc-O-Ser
/Thr en presencia de residuos de acido sidlico. 1% Esta capacidad de reconocer su glicano a pesar
de la presencia de acidos sialicos, podria 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 raton, la lectina ALL reconoce los linfocitos T CD4+ en la médula y la union
corticomedular'®, lo que sugiere que las glicoproteinas identificadas por ALL se expresan hasta
gue 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 naive presentes en bazo, junto con los linfocitos Meme/Ef y memoria
central, también se expresa este glicano.1%1% Probablemente esto se deba a que los glicanos
gue identifica ALL, forma parte de algun 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 proporcion es
diferente en los linfocitos CD4* y CD8" recién obtenidos, que es aproximadamente el 30% vy el
90% respectivamente. Esta observacion coincide con nuestros resultados, en los cuales
observamos que las subpoblaciones de CD4" tienen una poblacién negativa, a diferencia de CD8
gue 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
subpablaciones, si podemos observar una disminucién del reconocimiento de este glicano en las

subpoblaciones de CD4*.

Recientemente se ha reportado la dinamica de expresion de los glicanos que reconoce ALL
después de su activacion 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 expresion de glicanos
gue reconocen ALL se alcanza 48h después de la activacion. 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 activacion, proliferacion o apoptosis. En nuestro caso, detectar estos cambios en los
linfocitos T de memoria nos daria la pauta para saber si los cambios en las glicosilaciones se

pueden asociar a una funcién en particular.

Varios informes sugieren que las glicosilaciones de ALL estan implicadas en la modulacion de
las interacciones célula con célula, en la maduracion, activacién y modulacion de la apoptosis de

los linfocitos T. 8377

En estudios previos se ha detallado una estrecha relacion entre los glicanos que reconoce ALL
y una proteina en particular, tipo moesina. Recientemente se determin6 que la proteina 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 proteina también se le atribuyeron otras funciones como proporcionar una
sefial coestimuladora previamente no descrita en los linfocitos T CD4 y CD8 que, junto con CD3,
puede inducir la activacion y la proliferacion. También los autores sugieren que probablemente
la 0-moesina es parte de un complejo molecular donde otras moléculas comparten la misma O-

glicosilacién.8°1

Especificamente de las glicosilaciones que reconoce ALL en linfocitos de memoria no hay ningan
reporte, sin embargo, los avances que recientemente se han descrito, nos ayudan a reflexionar
si estas mismas proteinas como la 0-moesina estan presentes en las moléculas de los linfocitos
de memoria y si su funcion es la misma en los linfocitos CD4 y CD8. Estos avances que describen
sobre como funcionan las glicosilaciones que se unen a ALL y las proteinas a las que estan
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 estan

involucradas las glicosilaciones y sus remodelaciones.

La presencia de acidos sidlicos se pudo analizar a través de dos lectinas, MAIl (Figura 17) que
detecta Siaa2,3Gal y SNA, Siaa2,6Gal/GalNAc. (Figura 18) Aunque ambas lectinas identifican
acidos sialicos y la Unica diferencia entre estos glicanos es la posicion del enlace, es interesante
analizar y compararlos, ya que sutiles cambios como el enlace, puede ser suficientes para tener
un efecto o funcion distinta. por ejemplo en el caso de Siaa2,3Gal localizado en la superficie
celular es bien conocido por ser el receptor de muchos microorganismos infecciosos como el
virus de la influenza, asi como la expresiéon anormal de Siaa2,3Gal se ha observado con
frecuencia en muchos carcinomas y la unién de lectina con leucoaglutinina (MAL 1) y
hemaglutinina (MAH o MAL II) de Maackia amurensis es el método principal para la deteccion de
Neu5Aca(2-3)Gal, mientras que la expresion de Siaa2,6Gal/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 acidos sialicos, especificamente en la subpoblacién de Meme«/Ef.

Un fendmeno importante donde podemos analizar la presencia de la glicosilacion de acidos
sialico a-(2,3), es durante las etapas de maduracion de los timocitos. Especificamente cuando
los timocitos inmaduros DN estan presentes en la corteza subcapsular expresan glicanos tipo O
con union a &cidos sialicos a-(2,3), posteriormente cuando pasan a la etapa DP, se pierden los
residuos de &cido sialico terminales. En el momento en que los timocitos se convierten en SP,
nuevamente expresan dicho glicano, siendo este el fenotipo de los linfocitos T naive en la

circulacion periférica, antes de la estimulacion antigénica. 36 122-124
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Estos hechos se correlacionan con la expresion de la enzima ST3Gal |. A mayor expresion de la
enzima, mas se identifica la presencia de acidos sialicos, pero cuando la expresion es menor los
acidos sidlicos no estan presentes, es decir se pierden. Se sabe que la enzima ST3Gal | participa
de forma critica tanto en la maduracion de los timocitos como en la supervivencia de los linfocitos
T, ya que la pérdida de la expresion de ST3Gal | en ratones knockout provoca un aumento de la
apoptosis y una reduccion del nimero de linfocitos T CD8 en la periferia®-%

Ademas, la sialilacién especifica de O-glicanos en CD8 por ST3Gal | puede contribuir a la
interaccion adecuada de CD8 con complejos péptido-MHC en células presentadoras de antigeno,
de modo que la pérdida de expresion de ST3Gal | puede alterar la sefializacién de los linfocitos
T CD8 y contribuir asi a la muerte de estos. Esto sugiere que el &cido sialico presente en estas
subpoblaciones naive, 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. %

Otros estudios demuestran que en los estadios iniciales de diferenciacion los timocitos expresan
en su superficie glicanos Siaa2,3Gal y conforme pasan a etapas posteriores de maduracion el
patron de sialilacion cambia expresando Siaa2,6Gal, esto probablemente se deba a la expresion

de diferentes sialiltransferasas que estan siendo reguladas diferencialmente. 939

En conclusién, la presencia de este acido sialico a-(2,3) en los linfocitos T naive puede asociarse
a fenotipos de linfocitos naive que estan en circulacién y no han sido activadas. Por lo tanto, la
expresion de este glicano podria asociarse a funciones como la supervivencia, evitando que

ocurra un proceso de apoptosis celular.

En el caso de las subpoblaciones memoria central, Meme{/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 exposicion secundaria a patbgenos que previamente habian sido

encontrados. .92%

También, podemos observar que los &cidos siélicos son las glicosilaciones mas abundantes en
la superficie de todas las subpoblaciones analizadas , particularmente la del acido siélico a2,3
seguida por la del &cido sialico a2,6. Retomando lo descrito anteriormente, podemos pensar que
la presencia de estos acidos sialico modula una funcién de importancia como la activacion, o la

supervivencia en las subpoblaciones de los linfocitos T de memoria.
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Los acidos sialico con enlace a2,6 identificados por la lectina SNA, fueron los Unicos que
muestran un patron de expresion diferente para cada subpoblacion. Los linfocitos naive CD4" y
CD8" tienen un alto nivel de expresion de la glicosilaciéon que reconoce SNA; en los linfocitos
Meme/Ef CD4* y CD8* se observa una poblacién con alto nivel de expresion del glicano Sial a2-
6 (SNA++) y otra con menor expresion (SNA+), sin embargo, esto es mas evidente en los
linfocitos CD8*. Los linfocitos de memoria central CD8* tienen un nivel de expresion heterogéneo,

y destaca una poblaciéon con menor nivel de expresion a SNA.%2

Se conoce que la enzima ST6Gal | disminuye después de la activacién general de los linfocitos
T, y esta disminucién tiene como resultado una reduccién del acido sialico ligado a 02,6 en los
glicoconjugados de la superficie celular en los linfocitos T CD4 y CD8.%* Especificamente los
linfocitos T CD4* al activarse disminuye la sialilaciéon a2,3 y 02,6, pero esta disminucion va
acomparfiada de un aumento general de sialilacion de novo de epitopos Sia- a 2,8 >8, Cabe
destacar que el acido sidlico a2,6 se expresa menos en los linfocitos T CD4 polarizadas a Thly
Th2. Sin embargo, entre estas dos subpoblaciones la poblacién Th2, expresa mas la enzima
ST6Gal, por lo tanto, expresa mayor cantidad de acido sialico unido a a2,6 en comparacién con
Thl. Este comportamiento descrito previamente en linfocitos CD4*, puede ser similar al que
nosotros observamos, pero en los linfocitos CD8* de Meme/Ef, los cuales posiblemente al
activarse pierden el 4cido sidlico por una disminucién de la enzima ST6Gal y por esta razén
podemos observar dos poblaciones, una con mayor unioén a lectina y una con menor union a la
lectina SNA que reconoce el acido sialico en posicion a-(2,6). Desconocemos si esta disminucion
fue acompafiada por un aumento general de sialilacion de novo de epitopos Sia-a2,8 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 mas acerca de las

modificaciones de las glicosilaciones cuando se activan los linfocitos.

Por esta razoén, los linfocitos Meme/Ef CD8* probablemente, al pasar del estado de memoria al
efector, podria sufrir una remodelacion de los &cidos sidlico que tienen en su superficie. La
poblacién SNA+, corresponderia a los linfocitos que han perdido el &cido sialico a2,6 y que ahora
son linfocitos activados, y la poblacion SNA++ a la poblacién que siguen siendo linfocitos de
memoria efectora. Siendo la lectina SNA que identifica al Acido sidlico a2,6Gal, un posible

marcador fenotipico que diferencie una célula de memoria efectora de una efectora.®?%

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 seria interesante poder




caracterizar con un fenotipo en particular para cada uno, lo que nos ayudaria a distinguir sus
diferencias y comparar las remodelaciones. ldentificar sus respectivas glicosilaciones y como
estas pueden interferir en las funciones que ejercen. Para validar si esta glicosilacion podria
servir como marcador, se propone hacer un panel de citometria de flujo para corroborar si la

lectina SN puede ser un marcador que distinga entre estas subpoblaciones.

Los marcadores para dicho panel podrian ser los siguientes CD16/32, CD44, CD4/CD8, CD25,
CD62L, CD3APC Yy la lectina SNA. Para la diferenciacion de las subpoblaciones de linfocitos de
memoria efectora, se podria observaria un fenotipo CD62L-, CD44+ y CD25-, mientras que el
fenotipo de los linfocitos efectores seria CD62L low, CD44+, CD25+.

La poblacién SNA+ de la subpoblacion Meme/Ef CD8*, probablemente representan a linfocitos
gue han perdido el &cido sialico y ahora son linfocitos efectores. Lo que resulta interesante, ya
gue esta lectina estaria ayudando a diferenciar estas subpoblaciones desde las diferentes
glicosilaciones.

Clasicamente, el analisis de las glicosilaciones se ha realizado utilizando lectinas en técnicas
como microscopia, microarreglos y lectin-blot. Sin embargo, alin no se ha documentado una
fenotipificacion de lectinas en linfocitos T de memoria y sus subpoblaciones por citometria de
flujo cuya ventaja es su capacidad de medir multiples parametros celulares, como el tamafio,
forma y complejidad, asi como cualquier componente celular o funcién que pueda ser marcada
con un fluorocromo. Sin embargo, para realizar analisis mas detallados estos estudios podrian
complementarse con técnicas como cromatografia de alto rendimiento y la espectrometria de

masas para dilucidar la estructura y secuencia molecular de estos glicanos.

Este trabajo, podria contribuir a crear perfiles fenotipicos que nos ayuden a identificar diferencias
entre las subpoblaciones, asi como enriquecer la informacién que podria ayudar a descubrir otros
mecanismos implicados en la activacién, mantenimiento y funciones vitales donde los glicanos

tengan una participacion fundamental.
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11.-CONCLUSIONES

Se establecié un panel de citometria que permite distinguir las subpoblaciones naive,
memoria central, Meme/Ef de linfocitos T CD4*y CD8" para posteriormente evaluar la
presencia de diferentes glicosilaciones en cada subpoblacién usando lectinas.

Las glicosilaciones de Manosa, N-acetilgalactosamina, a-Gal/GalNAc, Gal-B(1,3)-
GalNAc, y Acido sialico-o-(2,3)-Gal se expresan en todas las subpoblaciones naive,
memoria central y Meme/Ef de linfocitos T CD4+ y CD8+ sin mostrar diferencias
significativas.

El analisis de la glicosilacion acido sialico a2,6 reconocida por SNA muestra que en los
linfocitos Meme/Ef existe una poblacién SNA+ y otra SNA++. Lo anterior nos hace pensar
gue hacen falta mas investigaciones para confirmar si la poblacion SNA+, pudiera
corresponder a linfocitos activados, mientras que la poblacién con alto nivel de expresion
pudieran ser linfocitos de memoria efectora. Entonces se podria evaluar la posibilidad de
que la lectina SNA, sirve como un marcador fenotipico que diferencia entre la
subpoblacién de linfocitos de Memoria efectora de los efectores.

11.-PERSPECTIVAS

Realizar repeticiones del analisis de las glicosilaciones de las subpoblaciones de linfocitos
naive, memoria central y Meme/Ef, para darle poder estadistico a los resultados
obtenidos.

Generar un panel que podria 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 acido sialico 02,6 en estas subpoblaciones de interés.

Si la lectina SNA podria utilizarse como un marcador fenotipico seria de gran relevancia,
ya que hasta el momento no hay una forma de diferenciar a estas dos subpoblaciones

celulares.
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