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RESUMEN

Las estructuras O-glicosidicas se han asociado con estadios de inmadurez en
linfocites, con transformacién tumoral en células no linfoides y con la activacion
linfocitaria. En estas estructuras, el antigeno T {Galp1-3GalNAco1-O-Ser/Thr) es
reconocido especificamente por la lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL), fa cual
permite identificar poblaciones linfocitarias en leos Ultimos estadios de madurez con
fenotipo de células virgenes. Para acercarnos al conocimiento de la funcion de la
estructura oligocaridica y de Jla molécula, reconocidas por la lectina ALL, en este
trabajo: a) se caracterizd fisicoquimicamente al receptor de Ia lectina ALL (ALL-R); b)
se caracterizé el fenotipo de los linfocitos T, reconacidos por la lectina ALL y se hizo un
estudio comparativo entre las células del adulto y las del cordén umbilical; y ¢) se
estudio la unién de la lectina ALL a linfocitos activados. La caracterizacién
fisicoquimica del ALL-R mostrd que ésta es una glicoproteina de 70 kDa, con 24% de
aminoacidos hidrofobicos y 76% de hidrofilicos. Los aminoacidos mas abundantes
fueron la Ser y la Gly, y los menos abundantes, la Met y la Arg. En la caracterizacion
fenotipica, en el adulto, 8% de los linfocitos T se unieron a [a lectina ALL, de estos,
61% presentaron la molécuia de superficie CD4, 68%, la CD45R0, y 83%, el TCRop .
En cordén umbilical, 9% de los linfocitos T se unieron a la lectina ALL, de estos, 65%
presentaron la molécula de superficie CD4, 90%, la CD45RA y 84%, el TCRaf. En
estos ensayos, se demostré la especificidad de la unién entre ALL-R y la lectina ALL,
inhibiendola con N-acetil-galactosamina (GalNAc). En cultive, después 36 horas de
activacidn, la union de la lectina a los linfocitos T se incrementd a 40%; asi mismo, en
la mismas condiciones, los linfocites T que estuvieron en la fase S del ciclo celular,
fueron 32%. Lo anterior sugiere, que los linfocitos T en fase S son reconocidos por la
lectina ALL, y que el procese de glicosilacién identificado por la lectina ALL, se
presenta en células virgenes, en reposo o en los estadios tempranos de activacion

celular.




INTRODUCCION

Los oligosacaridos

Los oligosacaridos son cadenas lineales o ramificadas de carbohidratos de hasta
20 mondmeros, unidos por enlaces glicosidicos. En los oligosacaridos, los
carbohidratos estan en forma de anillo (furano o pirano}, io que determina un centro
quiral (carb6n anomérico). Las uniones entre monosacaridos son catalizadas por
glicosiltransferasas que unen un monémero al hidroxilo de otro monémero, por medio
del grupo hidroxilo del carbdn anomeérico, el cual puede estar en posicidon o o B(Voet y
Voet, 1990). Las posibles combinaciones entre dos o mas monosacaridos, son mayores
que [as posibles combinaciones entre dos 0 mas aminoacidos o dos © mas nucledtidos,
asi se origina una gran variedad de estructuras sacaridicas que pueden participar en
las interacciones celulares (Varki ef al,, 1999).

Durante muche tiempo se penséd que los carbohidratos tenian unicamente un
pape! estructural o de almacén de energia, pero ahora, se reconoce su importancia en
diversos procesos celulares: al encontrarse unidos a lipidos o proteinas en la superficie
celular, participan como receptores de hormonas, toxinas, virus y micreorganismos
{(Varki,1997); regulan el reconocimiento de proteinas virales por el sistema inmune del
hospedero, ya que enmascaran o alteran la naturaleza de los sitios antigénicos de las
glicoproteinas de la envoltura viral, asi desempefian un papel importante en el
mecanismo de evasion; estabilizan la conformacion fridimensional de las glicoproteinas
y protegen al polipéptido contra el ataque proteolitico; asi mismo, por el mismo sistema
de proteccion, los carbohidratos, también llamados glicanos u oligosacaridos, son
responsables de la antigenicidad y reactividad débii de los anticuerpos contra
glicoproteinas; determinan el tiempo de circulacion de glicoproteinas y células;
participan en el control de la permeabilidad de ia membrana y consecuentemente
intervienen en la regulacion del metabolismo y de la divisién celular (Montreuil, 1995);
participan en el reconocimiento intercelular o en ia inhibicién por contacto celular. Se
ha demostrado que las estructuras sacaridicas de los glicolipidos o glicoproteinas de

las células cancerosas, estdn modificadas y pueden actuar como sefiales de no



reconocimiento, lo que puede explicar fa ausencia de inhibicién por contacto, la evasion
de la respuesta inmune y la metastasis. Las estructuras glicosidicas modificadas en los
tumores, pueden ser sefales de reconocimiento por célufas endoteliales y esto puede
explicar e} origen de tumores secundarios (Montreuil, 1995; Varki ef a/.,1999).

Los oligosacaridos también son importantes en la respuesta inmune; por
ejemplo, las inmunoglobulinas necesitan ser glicosiladas para que las células
plasmaticas las secreten (Muraoka y Shulman, 1989) y el correceptor CD4 requiere
estar glicosilado para que sea expresado en la superficie de los linfocitos T
cooperadores (Tifit ef al., 1992). Los macréfagos, por medio de sus receptores con
actividad de lectina, reconocen manosa (Man), L-fucosa (L-Fuc) o N-acetil-D-
glucosamina {GIcNAc) en la superficie de microorganismos o células sanguineas
envejecidas (Taylor et al., 1990). Por medio de este reconocimiento, los macréfagos
pueden fagocitar inmundgencs, digerirlos y presentar las correspondientes fracciones
peptidicas, asociadas a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad {MHC),
de manera que puedan ser reconocidas por los linfocitos T cooperadores (Th)

especificos, promoviendo la respuesta inmune adaptativa (Goodman, 1996).

El proceso de glicosilacién

La glicosilacién de proteinas puede ser de enlace tipo N u O. Los N-glicanos se
unen durante el procese de traduccién de las proteinas; son agregados a la cadena
pelipeptidica por medio de un enlace $-N-glicosidico al grupo amino, de una Asn en la
secuencia Asn-X-Ser o Asn-X-Thr(Voet y Voet, 1990}, donde X es cualquier aminoacido
excepto Pro (figura 1A). La biosintesis del N-glicano ocurre inicialmente por una
transferencia secuencial de carbohidratos nucleotidicos al dolicol fosfato, que actia
como lipido acarreador (figura 1B). El oligosacarido unide al doficol fosfato, es
transferido en bloque, a la cadena polipeptidica naciente. Posteriormente, al
oligosacarido se le agregan o eliminan mondémeros, por medic de reacciones
enzimaticas. Finalmente el procesamiento puede continuar con la adicién de azicares

en e| Aparato de Golgj (Voet y Voet, 1990). Todos los N-glicanos cuentan con un ¢entro
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Figura 1- La glicosilacién de proteinas. A) Los N-glicanos se unen a una Asn de
la cadena polipeptidica, por medio de un enlace p-N-glicosidico. B) La N-glicosilacion
se inicia en el reticulo endoplasmico y continda en las regiones del Aparato de Golgi.
C) Los O-glicanos se unen a una Ser o Thr del polipéptido, por medio de un enlace a-
O-glicosidico. Este proceso es postraduccional y se realiza en las regiones de Aparato
de Golgi. RE, reticulo endoplasmico; Dol-PP, acarreador dolicol bifosfato; MP,

membrana plasmatica.
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comin compuesto de dos residuos de GIcNAc y tres residuos de Man {Montreuil,
1995).

Los O-glicanos se unen a una Ser o Thr de las cadenas polipeptidicas por un
eniace a-O-glicosidico {(Voet y Voet, 1990; figura 1C). Los O-glicanos se caracterizan
porque contienen un centro comun formado por GalNAca1-O-Ser/Thr (Montreuil, 1995).
La O-glicositacién de las proteinas es un proceso postraduccional que se realiza en los
diferentes niveles del Aparato de Golgi: en el nivel Cis, una glicosiltransferasa cataliza
el enlace glicosidico que une la molécula de GalNAc al hidraxilo (OH) de la Ser o Thr;
otros residuos como D-galactosa {Gal) o acido sialico (NeuSAc) se agregan en los
niveles Medio o Trans respectivamente (Montreuil, 1995). El interés en las estructuras
O-glicosidicas que contienen Gal/GalNAc, surge porque tales estructuras han sido
asociadas frecuentemente, con estadios de inmadurez celutar en linfocitos o de
transformacién tumoral en células no linfoides. Asi mismo, se ha reportado que en
linfocitos maduros, las estructuras O-glicosidicas mas complejas experimentan cambios
durante la activacion celular {Piller of af,, 1988).

Las lectinas

Las lectinas son un grupo heterogéneo de proteinas oligoméricas que varian
extensamente en tamafo, estructura y organizacidn molecular; estan presentes en
virus, bacterias, plantas, hongos, y animales (Lis y Sharon, 1998). Las lectinas
vegetales tienen una funcién que atn no se ha identificado claramente; sin embargo,
en diversos organismos animates, tienen funciones bioldgicas importantes como lo son:
la sefializacion intercelular, ta remocién de glicoproteinas del sistema circulatorio, el
control del trafico de glicoproteinas, la adhesién de agentes infecciosos y el
reclutamiento de leucocitos a sitios de inflamacion (Lis y Sharon, 1998); ademas, estas
proteinas muestran in vifro, la capacidad de aglutinar eritrocitos y células linfoides, la
de inducir |a sintesis y liberacién de citocinas y la de activar linfocitos T {Licastro et al.,
1993).

La aglutinacion de eritrocitos es el principal atributo de las lectinas y es usada

comunmente para su deteccioén y caracterizacion. Cada lectina contiene tipicamente



dos 0 mas sitios de unién a carbohidratos, asi, al interaccionar con células, por ejemplo
eritrocitos, pueden causar su hemaglutinaciéon y precipitacién. Estas reacciones, de
aglutinacién y precipitacién, son inhibidas por el carbohidrato al cual se une
especificamente la lectina (Lis y Sharon, 1998).

Las lectinas reconocen especificamente secuencias de oligosacaridos y se unen
a ellas, por enlaces no covalentes, como lo son: puentes de hidrégeno, interacciones
hidrofébicas y enlaces de coordinacién, entre otros. Los puentes de hidrégeno se
forman entre los grupos hidroxilo det carbohidrato y los grupos NH, hidroxilo y atomos
de oxigeno de la proteina. También se pueden formar enlaces cooperativos, en los que
el grupo hidroxilo actiia simultaneamente como donador y como aceptor. Las fuerzas
de van der Waals aunque son débiles, son numerosas frecuentemente; juntas, hacen
una contribucién significativa a la unién. Aungue los carbohidratos son moléculas
altamente polares, la disposicion estérica de los grupos hidroxilo, crea zonas
hidrofébicas sobre la superficie del azicar que puede formar contactos con regiones
hidrofébicas de la proteina, que puede llevar al apilamiento de un monosacarido sobre
las cadenas laterales de aminoacidos aromaticos, tales como la Phe, la Tyr o el Trp. El
agua puede participar como relleno molecular por su tamafic pequefic y por su
habilidad de funcionar como aceptor y donador de hidrégeno. Las interacciones iénicas
comunmente no participan en la formacion de las uniones, porque la mayoria de los

carbohidratos no tienen carga (Lis y Sharon, 1998).

La actividad mitogénica de las lectinas

Los linfocitos pueden ser estimulados in vitro para proliferar cuando son
activados por ciertas lectinas; por ejemplo, la PHA (fitohemagiutinina de Phaseolus
vulgaris), la PWM (mitdgeno de Phylolaca americana) y la Con-A (Nowell, 1960; Lis y
Sharon, 1998). El mecanismo de activacion de! linfocito T, se desencadena cuando un
antigeno extrafio ingresa al cuerpo; entonces, las células presentadoras de antigeno lo
capturan, lo procesan y presentan algunos de sus péptidos en su superficie, en unidn
con el MHC (Bjorkman ef al., 1987). Posteriormente, los finfocitos T, por medio de su

receptor de antigeno (TCR), interactGan con los péptidos expuestos, y de esta
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interaccidn molecular se genera la activacion de una clona de linfocitos T especificos
para ese antigeno (figura 2A). En las vias de sehalizacion para la activacion del
linfocito T, algunas lectinas mitogénicas como la PHA, interactGan con el heterodimero
a/fp del TCR (figura 2B), mientras que ofras lectinas como la Con-A (figura 2C), se
unen con alta afinidad tanto al heterodimero o/ como a la cadena y del CD3 en el TCR
(Chilson ef al., 1984; Chilson y Kelly-Chilson, 1989). En las vias de sefalizacion, la
molécula de superficie CD3 es muy importante; ésta, es una estructura compleja que
forma parte del TCR y es la que transmite ta sefial que induce la mitosis de los
linfocitos T (Clevers et af.,1988; Kanellopoulos et al, 1985). Las lectinas mitogénicas,
se unen a todos los linfocitos que presenten en su supefficie carbohidratos
determinados; asi, pueden activar diversas clonas de linfocitos T. Por esta razén, son

conocidas como mitogenos policlonales.

Las lectinas son una herramienta para el estudio de los cligosacaridos

Las lectinas, por su especificidad por los carbohidratos, se han empleado para:
aislar y purificar glicoproteinas, glicopéptidos y oligosacaridos; conjugadas a
moléculas fiuorescentes, se han utilizado para investigar rutas metabédlicas de
glicosilacién de proteinas, para detectar glicoconjugados en tejidos; también se han
utilizado para inducir aglutinacion y como mitégenos (Roth, 1987; Lis y Sharon 1998;
asi mismo, con el uso de lectinas, se han caracterizado quimicamente: factores de
crecimiento, neurotransmisores y toxinas. Clinicamente son de interés, por la
capacidad de algunas de ellas para reconocer especificamente subpoblaciones de
linfocitos; por ejemplo, la lectina de Glycine max (SBA) se ha utilizado en transplantes
de médula ésea, para eliminar los linfocitos T y asi evitar una reaccién autoinmune (Lis
y Sharon, 1998).

Con el uso de algunas lectinas, se ha observado que las estructuras sacaridicas
de la superficie celuiar, cambian durante la activacion o el desarrollo celutar. Por
ejemplo, los timocitos de corteza timica expresan inicialmente el antigeno Tn
{GalNAca1-0-Ser/Thr). Posteriormente, se incorpora una Gal y se forma el disacarido

Galp1,3GaiNAca1-O-SerfThr {antigenc T o antigenc de Thomsen-Friedenreich) que
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Figura 2- Mecanismos de activacion de los linfocitos T. A) Via el complejo
antigeno-MHC. B) Via la interaccion con 1a PHA. La PHA se une al TCR por medio de
las cadenas o y B. C) Via la Con-A. La Con-A se une al TCR y ademas al complejo
CD3. TCR, receptor de célula T; Ca o CpB, dominios constantes o o B; Vo o VB,
dominios variables «¢ o p; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; PHA,
fitohemaglutinina. Modificado de Licastro ef al., 1993.




puede identificarse también en timocitos corticales. Después, la estructura se expresa
con NeuSAc en enlace «2,6 en la GalNAc y/o en enlace o2,3 en la Gal y se forma el
antigeno sialil-T y disialil-T respectivamente (figura 3). En el modelo murino, estas
medificaciones sacaridicas pueden ser detectadas con la lectina del cacahuate, Arachis
hypogaea (PNA), que reconoce timocitos de la corteza timica, porque se une a !a Gal
terminal de! antigeno sialil-T (Reisner et al., 1976a; De Maio et al, 1986); o con la
lectina ALL, que reconoce timocitos mas diferenciados en la médula timica, porque se
une a GalNAc en el antigeno disialil-T (Lascurain et al, 1994). E! tipo de enlace que
presenta NeuSAc también estd relacionado con los procesos de maduracion, los
enlaces a2,3 0 «2,6 se presentan de manera diferente sobre el timo. El enlace a2,6 es
reconocido principalmente en la corteza timica, por la lectina de Maackia amurensis
{MAA), mientras que el enlace «2,3 es reconocido en la médula por la lectina de
Sambucus nigra (SNA) (Kaku ef al, 1993; Mrkoci et al, 1996; Alvarez et al., 1999). De
igual forma en el bazo murino, los linfocitos T se pueden distinguir de los linfocitos B,
por las diferencias en sus oligosacaridos que son detectadas por medio de la lectina
SBA (Reisner ef al, 1976b). Por estas razones, las lectinas son una herramienta de
gran utilidad, en el estudio del papel de los cligosacaridos en los procesos celulares.

Justificacién

Hasta el momento, ne se ha logrado identificar qué factores participan en el proceso
de regulacion, de 1a expresién de estructgras O-glicosiladas en los linfocitos activados tras
un estimulo antigénico. Sin embarge, se han identificado estructuras O-glicosidicas que
estan relacionadas con procesos de interaccion entre receptores celulares, tal como ocurre
con los marcadores fenotipicos CD43 y CD22. La alteracion en las estructuras O-
glicosiladas, como producto del proceso de estimulacién, tal vez favorece la regulacién de
la actividad de los linfocitos T o B.

En trabajos previos, en modelo murino, se identificé una subpoblacién de timocitos
que presenta una estructura sacaridica, posiblemente relacionada con procesos de
maduracién, ésta es reconocida por la lectina ALL. La estructura reconocida se encuentra
en una O-glicoproteina de 70 kDa. Esta lectina es especifica para GalNAc en el antigeno Tn
(GalNAca1-O-Ser/Thr) o en el antigeno T (GalB1,3GalNac-a-1-O-Sei/Thr} (Zenteno ef al,
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NeuSAcla Galf1,4GleNAcp1
AN
6
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Figura 3- Cambios en la glicosilacién en los linfocitos T activados. En estado de
reposo los linfocitos T expresan el antigeno disialit T; cuando se activan, se
desencaden un cascada de sefiales que de sefnales que determina que la transferasa
de GluNAc p1,6 aftada un residuo en el antigeno T. Luego sobre este monosacérido, la
transferasa de galactosa p1,4 afade un residuo, y finalmente la sialiltransferasa 2,3
afiade up par de acidos sialicos sobre las galactosas terminales. Tomado de Piller et
al., 1988.
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1982). En células mononucleadas (CMN) no adherentes de sangre venosa humana, la
subpoblacién celular reconocida por la lectina, corresponde a células que poseen el
fenotipo CD4/CD45RA (linfocitos cooperadores, maduros y sin activar) {Lascurain et al,
1997).

Con el propésito de acercarnos al conocimiento de la funcidn del receptor
reconocido por la lectina ALL (ALL-R) en humanos, en este trabajo se inicio la
caracterizacion fisicoquimica del ALL-R en células humanas; se determiné la expresion del
ALL-R en la superficie de linfocitos T en reposo y activados; y se hizo una caracterizacion
fenotipica de los linfocitos T reconocidos por la lectina ALL, asi como un estudio
comparativo entre los linfocitos T de humanos adultos y fos de corddon umbilical que al

momento del estudio no han tenido contacto alguno con antigenos exogenos.

Hipétesis

Si las estructuras sacaridicas en glicoproteinas de la superficie celular, son
importantes en los procesos inmunolbgicos y se encuentran asociadas a la funcién y a la
identidad celular; entonces, es posible que el ALL-R en [a superficie de los linfocitos T, esté -

asociado a la funcidén de estos linfocitos en la respuesta inmune.

Objetivos
Purificar y caracterizar fisicoquimicamente al ALL-R en linfocitos T humanos;
caracterizar el fenotipo de los linfocitos T reconocidos por la lectina ALL en aduito y en

cordén umbilical; establecer la asociacién entre ALL-R y la activacién de linfocitos T.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos y anticuerpos

Se wusaron anticuerpos monoclonales conjugados a los fluorocromos:
isotiocianato de fluoresceina {FITC) o ficoeritrina (PE). Los anticuerpos de ratén contra
humano, que reconocen moléculas en la superficie celular: anti-CD3-PE, anti-CD4-
FITC, anti-CD8-PE, anti-CD45RA-FITC, anti-CD45RO-PE, anti-TCRup-FITC, anti-
TCRy3-PE, anti-Ki-67-FITC, anti-TCRap, anti-TCRy3; los anticuerpos para testigo de
isotipo de la inmunoglobulina de ratén IgG1, IgG2a e IgM, v la estreptavidina-Cunida al
compuesto fluorescente Cychrome, fueron obtenidos de PharMingen (San Diego CA,
USA). Los anticuerpos de conejo contra IgG de ratén conjugado a PE; los anticuerpos
de rata contra ratén anti-lgG1, anti-lgG2a, anti-lgG2b, anti-IgM; y los anticuerpos de
raton contra humano: anti-CD4, anti-CD14, anti-CD45RA y anti-CD45R0O fueron de
Serotec {Raleigh, NC, USA). La sulfo-NHS-biotina y el FITC fueron de Pierce (Rockford
IL, USA), el Lymphoprep fue de Nicomed Pharma As. (Oslo, Noruega). Los siguientes
reactivos fueron de Sigma Chemical Co. (5t. Louis MO, USA): azul tripano, triton 100-
X, aprotinina, pepstatina A, leupeptina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), azida de
sodio, f-mercaptoetanol, GalNAc, p-formaldehido, agarosa-avidina, 4cido
etilendiaminotetracético (EDTA), urea, &cido 2-etilensulfénico 2-hidroxietilenpiperazina
(HEPES), tetrametiletilendiamina (TEMED), nitrato de plata, Con-A, medio de cultivo
RPMI-1640, dodecil sulfato de sodio (SDS), marcadores de peso molecular alto, trizma
base, fluoresceina, saponina y la enzima ARNsa. El paquete de separacién de
linfocitos T (Pan T cell isolation kit), con los anticuerpos unidos a un hapteno anti-
CD11b, anti-CD16, anti-CD18, anti-CD36 y anti-cdS6 y las micropetrlas magnéticas
unidas a un anticuerpo anti-hapteno, fueron de Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Alemania). La acrilamida, bisacrilamida y persulfatc de sodio fueron de Bio-Rad
{Hercules CA, USA). El suero bovino fetal (SBF) y la albimina sérica bobina (BSA)
fraccion V fueron de Gibco BRL (Rockville, MD, USA). La glicina, NaHCQ;, NaCl, KCI,
Na,HPO,, NH,CI y borato de sodio fueron de Baker {Xalostoc, México). El KH,PO, fue
de Merck México, S.A. (Estado de México, México). El paguete de proliferacion celular
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“Cell profiferation kit 1" fue de Productos Roche S.A. (D.F, México). La solucidn
amortiguadora FACS flow de Becton Dickinson (San José CA, USA).

Muestras bioldgicas

Se obtuvieron de 5 a 10 mL de sangre de donadores adultos sanos recolectada en
tubos heparinizados de vidrio estériles Vacutainer (Becton Dickinson. NJ, USA). Para
los estudios comparativos, se obtuvieron 30 muestras de 5 a 20 mL de sangre de
cordén umbilical de recién nacidos humanos, producto de embarazo normal a término,
por parto natural o, mediante operacién cesarea debido a desproporcion céfalo pélvica,
sin sufrimiento fetal agudo y atendidos en el Hospital de Gineco Obstetricia “LUIS
CASTELAZO AYALA" del Instituto Mexicano del Segurc Social. El procedimiento se
realizé en condiciones asépticas y la sangre se recolectd en tubos de vidrio con
heparina como anticoagulante. Para cada muestra se registré el nombre de la madre,
edad, nimero de hijos, estado nutrimental, historia clinica resumida, numero de registro
y peso del nifio. Los criterios de inclusién fueron: mujeres y productos sanos, embarazo
a término de 38 a 40 semanas. Los criterios de no inclusion fueron enfermedades que
puedan comprometer el estado inmune del producto; para la madre: infeccién vaginal,
enfermedades sistémicas, infecciones intrauterinas, diabetes, pre-eclampsia o
eclampsia, enfermedades endocrinolégicas, para el producto: sufrimiento fetal {agudo o
crénico), enfermedades genéticas, malformaciones, pesos extremos (bajo peso o
macrosomicos), infeccién neonatal; asi como, muestra insuficiente y toma de muestra
inadecuada.

Los métodos usados se muestran en la figura 4,

Células mononucieadas

La sangre heparinizada se diluyd 1:2 con ASF (amortiguador salino fosfato) y se
colocd cuidadosamente sobre Lymphoprep (con densidad 1.077) en una relacién de
3:1, en un tubo conico de 50 mL de capacidad, el cual se centrifugd durante 30 minutes
a 500g a 16°C. Después de la centrifugacion, las células CMN se recuperaron de la
interfase y se resuspendieron en 5 mL de solucién amortiguadora salina fosfatos (ASF,
fosfato de sodio 0.01 M; fosfato de potasio 0.001 M, NaCl 0.14 M y KCI 0.003 M, pH
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Figura 4- Métodos. Las células mononucleadas se separaron por medio de
Lymphoprep (densidad 1.077). Para la purificacion y caracterizacién fisicoquimica de
ALL-R, se utilizd una cromatografia de afinidad y de intercambio iénico. Los linfocitos T
se aislaron por seleccion magnética negativa. La caracterizacion fenotipica se hizo con
inmunoflucrescencia y se analizé por citometria de flujo. Para establecer la asociacion
de ALL-R con la activacién y con las fases del ciclo celular, se hicieron cultivos con

células activadas, inmunoflucrescencia y se analizé por citometria de flujo.

21



7.2). Se realizaron 3 lavados con ASF centrifugando la muestra a 400xg durante 5
minutos y se desechd e! sobrenadante. Para eliminar los eritrocitos, que cominmente
se encontraron entre las CMN del cordén umbilical, éstas se incubaron con una
sotucion de lisis de eritrocitos (17 mM de NH,Cl y 155 mM de trizma base, con pH 7.33)
a 4°C durante 10 minutos. Luego de incubar, las células se lavaron 2 veces como se
indicod y se resuspendieron en 1 mL de ASF para cuantificar en un hemocitémetro la

viabilidad celular con azul tripano.

Purificacién de la tectina ALL

La lectina fue purificada de las semillas de Amaranthus leucocarpus (obtenidas
en Tulyehualco, México) por cromatografia de afinidad en una columna de Sephadex
G-25, con estroma de eritrocitos humanos O de acuerdo a Hernandez et a/ (1899). La
concentracion de proteina de la fraccién que contiene ia lectina, se determiné por el
método de Bradford (1976} en un lector de ELISA Labsystems Multiskan MS
{Finlandia).

Determinacién de la actividad especifica de la lectina ALL

La actividad hemaglutinante de la lectina se obtuvo por la técnica de doble
dilucién seriada. En esta técnica, se usaron placas para hemaglutinacién (placas de 96
pozos de fondo en “U"); en todos los pozos de las lineas A y B se les colocaron 25 uL
de ASF, enseguida al primer pozo de la linea A se le agregaron 25 uL de la soiucion de
{a lectina sin diluir y se procedié a mezclar homogéneamente. Luego se tomaron 25 ulL
del primer pozo para agregarlos al segundo pozo y se mezclé nuevamente, El
procedimiento se repitid con el tercer y los siguientes pozos. Los 25 ul refirados del
Ultimo pozo de la linea, se desecharon. De igual forma, en el primer pozo de la linea B,
se adicionaron 25 pul de una solucion sin lectina y se realizaron las mismas diluciones
usando esta linea como testigo negativo del ensayo. Finalmente, a cada pozo se le
agregaron 25 ul. de una suspension de eritrocitos humanos tipo O Rh+ al 2% en ASF y
se incubd a 25°C durante 45 minutos. La actividad hemaglutinante se reportd como la
mayor dilucion en la que aidn se observé hemaglutinacion.
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En los experimentos se trabajé con lotes de lectina, con igual actividad
especifica (AE). La AE de la lectina es el cociente del inverso de la actividad

hemaglutinante por mL de solucién y la concentracién de proteina.

Conjugacion de la lectina ALL a biotina

La lectina se resuspendié en amortiguador de carbonatos (50 mM de carbonato
de sodio, ajustando con bicarbonato de sodio a pH 8.5). Por cada mg de lectina se
agregaron 0.07 mg de sulfo-NHS-biotina y se incubd a 25°C durante 2 horas y luego la
sulfo-NHS-biotina no unida a la lectina se eliminé dializando contra ASF. Se cuantificd
la cantidad de proteina, se hicieron alicuotas y se almacenaron a -20°C hasta su uso
{Savage ef al,,1992). La lectina conjugada a biotina se denominé ALL-B.

Conjugacion de fa lectina ALL a FITC

La lectina se resuspendié en amortiguador de carbonatos (50 mM de carbonato
de sodio, ajustando con bicarbonato de sodio a pH 9). Por cada mg de lectina, se
agregaron 0.05 mg de FITC y se incubd a 4°C durante toda la noche en agitacion. El
FITC no unido a la lectina se separd por didlisis o por filtracién en una columna de
Sephadex G-25 estabilizada con ASF (The y Feltkamp, 1970). La lectina conjugada a
FITC se denominé ALL-FITC.

Purificacion del receptor de la lectina ALL

Para la purificacién de ALL-R se utilizé un método de cromatografia de afinidad
indirecto (Buckie y Cook, 1986). Para esto, se incubaron 10° CMN durante 15 minutos
con 10 pg de ALL-B. La suspensién celular se colocé sobre 5 mL de una solucién de
BSA al 7% en ASF, a temperatura ambiente y después de 30 minutos, las células
aglutinadas por la lectina, se recuperaren del fondo del tubo. Las céiulas se lavaron
con ASF y se lisaron con una solucién de Triton X-100 al 1% (v/v) con inhibidores de
proteasas (1 pg/mi de aprotinina, 1 pg/ml de pepstatina A, 2 ug/ml de leupeptina y 2
mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo), durante 30 minutos a 4°C, en agitacién

constante. La solucidn resultante se centrifugd en una centrifuga Eppendorf modelo
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5804 (Hamburgo, Alemania) a 500xg durante 5 minutos para eliminar residuos
celulares y a 14,000 rpm durante 30 minutos para eliminar mitocondrias y otros
organulos celulares. El sobrenadante (2 mL) se paso a fravés de una columna de
agarosa-avidina estabilizada con ASF-tritén al 0.1%. La columna se lavé con ASF-triton
para eluir la fraccién no retenida, hasta que la densidad éptica (280 nm) llegara a cero.
La densidad éptica se registrd en un espectrofotometro Beckman modelo DU-65 (Palo
Alto CA, USA). Posteriormente se agregaron 3 mL de una solucion de GalNAc 0.2M en
ASF para eluir al receptor de ALL por competencia (figura 5). Las fracciones de 1 mL
con una densidad optica positiva a 280 nm, se recogieron del colector de fracciones
Gilson FC modelo 203B (Middleton WI, USA), se dializaron contra NaCl 5 mM y se
concentraron por liofilizacién.

Caracterizacion quimica del receptor para la lectina ALL

La fraccién purificada (ALL-R) por cromatografia de afinidad, se analizd6 para
determinar el peso molecular y el grado de homogeneidad mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio {0.1%), en condiciones reductoras (p-
mercaptoetanol 5% y urea 8 M) en una cdmara Dual Gel Caster (Hoefer. San Francisco
CA, USA). La concentracion del gel separador fue de 12.5%, se empled el sistema
desarrcllado por Laemmli (1970). Las bandas electroforéticas se revelaron mediante el
método de tincion con nitrato de plata.

También se analiz6 la composicion de aminoacidos de la fraccién purificada. En
un frasco sellado se hidrolizaron 50 ug de proteina, con HCI 6N durante 24, 36 y 48
horas a 110°C. La mezcla de aminoacidos se analizdé en una columna de intercambio
i6nico Pico-Tag C-18, 3.8 x 150 mm (Bidlingmeyer ef al., 1984). La secuenciacién de
aminoacidos del receptor purificado se realizdé por el método de Edman en un

secuenciador de aminoacidos automatizado Beckman 3000.
Titulacidn de los anticuerpos

Para determinar la dilucién en la que se usaron los anticuerpos, dado que
muchos de los proveedores Gnicamente recomiendan alguna dilucidn a la que se
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Figura 5- Purificacion de ALL-R por cromatografia de afinidad. A) Se agrega e!
lisado celfular con el ALL-R, unido a la lectina biotinilada (ALL-B}, a una columna con
matriz de Sepharosa-Avidina. B) Lavado de la columna para recuperar la fraccion no

retenida, F1. C) Elucion con GalNAc 0.2M, para recuperar la fraccién retenida, F2.
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pueden usar sus productos, se procedio de |a siguiente manera: Se incubaron 10° CMN
con concentraciones diferentes de anticuerpo, en tubos para microcentrifuga durante
15 minutos a 4°C en oscuridad. En el caso de la mezcla de anticuerpos “Pan T” para la
seleccion negativa de linfocitos T, en primer lugar, las células se incubaron con la
mezcla de anticuerpos conjugados a un hapteno durante 10 minutos a 4°C. Después de
lavar dos veces, se incubaron con anticuerpo anti-hapteno conjugade a perlas
magnéticas durante 15 minutos a 4°C. Después de la incubaci6én con los anticuerpos,
ias células se lavaron dos veces con PBA, se resuspendieron en 1 mL de solucion
amortiguadora FACS flow y se analizaron en el citdmetro de flujo. Durante el analisis,
se estudiaron 10* células como poblacion representativa. En primer Jugar se generd
una ventana de andlisis de tamafo contra granularidad (apéndice A: citometria de flujo;
dispersién de luz). En esta ventana, se eligié la regién de los linfocitos para generar
una segunda ventana de andlisis. Con base en esta segunda ventana, se generaron
histegramas de frecuencia para analizar las fluorescencias detectadas por medic de los
canales FL1, FL2 y FL3 (apéndice A: citometria de flujo: andlisis de fluorescencia). Con
estos histogramas, se determinaron los porcentajes dptimos del anticuerpo para la
poblacién celular (porcentajes fenotipicos). Con el criterio de observar dos poblaciones
claramente definidas, se determiné que la dilucién en que se deben usar los
anticuerpos, fue: para anti-CD4, anti-CD8, anti-CD19, anti-CD45RA y anti-CD45R0: 10
pL de una ditucién 1:10; para anti-TCR y6: 20 pL de la solucién sin diluir; y para anti-
TCR ap: 20 uL de una dilucién 1:2. Para el anticuerpo secundario, la concentracion
Optima de anti-lgG de conejo contra ratdén, conjugado a PE, fue de 10 pl de una
dilucion 1:300. Para los anticuerpos conjugados: anti-CD3-PE, anti-CD4-FITC, anti-
CD8-PE, anti-CD14-PE, anti-TCRap-FITC y anti-TCRy5-PE: 10 uL de una dilucién 1:10;
para el anti-CD45RA-FITC: 10 puL de una dilucion 1:20; y para el anti-CD45RO-PE se
usaron 10 plL sin diluir. La mezcla de anticuerpos conjugados a hapteno y los
anticuerpos anti-hapteno, del paquete Pan T: 20 ul/107 linfocitos T de la solucién sin

diluir.
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Determinacién de isotipos

Canocer el isotipo de los anticuerpos fue importante para utilizar correctamente
el anticuerpo secundario en la inmunofluorescencia indirecta, o para usar el testigo de
isotipo en la inmunofluorescencia directa. Cuando el isotipo de algin anticuerpo no se
conocia, se determiné de la siguiente manera: Se incubaron 10° CMN con 10 pL del
anticuerpo durante 15 minutos a 4°C. Después de lavar dos veces con PBA, las células
se incubaron con 10 pL de anticuerpo de rata contra raton, conjugado a un fluorocromo:
anti-IgG1 o anti-lgG2a o anti-lgG2b o anti-lgM, durante 15 minutos a 4°C.
Posteriormente, se lavaron dos veces con PBA y se analizaron por citometria de flujo
{Citdmetro de flujo FACSCalibur, Becton Dickinson. San José CA, USA).

Aislamiento de {os linfocitos T

Los linfocitos T se obtuvieron por seleccion magnética negativa a partir de CMN
humanas de individuos adultos y de cordén umbilical. Las CMN se ajustaron a una
concentracion de 107 células/80 uL de ASF con EDTA 5 mM y BSA 0.5% (ASF-EDTA-
BSA) y se incubaron con 20 ul de una mezcla de anticuerpos conjugados a un
hapteno, y dirigidos contra células NK, células mieloides, neutrofilos, macrdfagos,
monocitos, linfocitos B, plaquetas y células endoteliales (anti-CD56, anti-CD11b, anti-
CD16, anti-CD19 y anti-CD36) durante 10 minutos a 4°C. Después de lavar dos veces,
las células se resuspendieron en 80 ul de ASF-EDTA-BSA y se incubaron con 20 pb
de anticuerpos anti-hapteno conjugados a perlas magnéticas durante 15 minutos a 4°C.
Luego, las células se lavaron con ASF-EDTA-BSA y después de centrifugar, se
resuspendieron en un 1 mL del mismo amortiguador. La suspensidn celular, se coloco
en una columna magnetizada donde se retuvieron las células reconocidas por los
anticuerpos, pasando libremente la fraccién no retenida (linfocitos T, figura 6).
Después de lavar la columna con 6 mL de ASF-EDTA-BSA, la columna se retiré de!
campo magnético y la fraccion retenida se recuperd con la adicién de 3 mL de ASF-
EDTA-BSA. Para establecer la eficiencia de este sistema de separaciéon, ambas
fracciones (la retenida y la no retenida) se lavaron 2 veces con PBA {BSA, 0.2%; azida

de sadio, 0.2%; ASF, pH 7.2) centrifugando a 400xg durante 5 minutos. Se incubaron
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Figura 6- La seleccion magnética negativa. Las células mononucleadas se
incubaron con una mezcla de anticuerpos unidos a un hapteno, contra las células NK,
macrifagos, monocitos, linfocitos B, plaquetas y células endoteliales (anti-CD56, anti-
CD11b, anti-CD16, anti-CD19 y anti-CD36); luego se incubaron con un anticuerpo anti-
hapteno unido a perlas magnéticas. Al pasar la suspensién celular a través de un iman,
se retuvieron tas células reconocidas por los anticuerpos y unidas a las perlas

magnéticas, y Unicamente se recuperaron las células T.
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10° células de cada fraccion, con 10 pb de anti-CD3 humano conjugade a FITC durante
15 minutos a 4°C en oscuridad y después se lavaron dos veces con PBA. La muestra
se analizé por citometria de flujo. Con este sistema de seleccion magnética negativa la
pureza de los linfocitos T (fraccion no retenida) fue del 95%; mientras que, en la
fraccion retenida, fue del 5% (figura 7). La viabilidad celular se determind con azul

tripano.

Especificidad de la unién de la lectina ALL

Para confirmar la interaccién especifica de la lectina con las poblaciones
celulares, se realizaron ensayos de inhibicién. Para esto, se incubaron 10° linfocitos T
en tubos para microcentrifuga con 0.1 pg de ALL-B en 10 plL de PBA durante 30
minutos a 4°C. Las c¢élulas se lavaron dos veces con PBA y luego se incubaron con
una solucién de GleNAg, glucosa (Gle), Gal, o GalNAc 0.2 M en ASF durante 30
minutos a 4°C. Las células se lavaron dos veces con PBA y se incubaron con
estreptavidina conjugada al compuesto fluorescente Cychrome {10 uL en una dilucién
1:2000). Finalmente, las células se lavaron 2 veces con PBA y se analizaron por
citometria de flujo.

Inmunofluarescencia indirecta

Se incubaron 10° células por tubo para microcentrifuga, con los anticuerpos de
ratén contra moléculas de superficie celular de humano: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8,
anti-CD14, anti-CD19, anti-CD57, anti-CD45RA, anti-CD45RO, anti-TCRap y anti-
TCRyS durante 15 minutos a 4°C; después, se lavaron 2 veces con PBA, centrifugando
a 400xg durante 5 minutos. En seguida, las células se incubaron con un anticuerpo de
conejo contra el anticuerpo de ratén, conjugado a PE, se lavaron 2 veces con PBA y se
analizaron por citometria de flujo. Para estos ensayos se utilizaron los siguientes
testigos: a) Se incubaron 10° CMN siguiendo el procedimiento anterior pero, sin
tratarlas con el anticuerpo primario, ni con el anticuerpo secundaric y durante e
analisis sirvieron como referencia para registrar la autofluorescencia de las céluias; b)

Se incubaron 10° CMN igual que tas células experimentales pero, no se incubaron con

29



A

FRACCION NO

RETENIDA
81 I
T CD3+ = 95%
c .1 ]
° &4
g |
Q
2 ]
2 8-
2
271

Dispersion frontal

400

FRACCION
RETENIDA

CD3+ = 5%

Figura 7- Porcentaje de pureza de linfocitos T (CD3") en la seleccion magnética

negativa. Las células, en las fracciones recuperadas durante la seleccion, se incubaron

con el anticuerpo anti-CD3 y se analizaron por citometria de flujo. Ef cuadrante derecho
de cada grafico, muestra el porcentaje de linfocitos T en cada fraccién. Los cuadrantes

se generaron tomando come referencia la ubicacion de linfocitos T recuperados

durante la seleccion, pero no incubados con el anticuerpo. A} La fraccién no retenida

contiene 95% de linfocitos T. B) La fraccidn retenida contiene 5% de linfocitos T.
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el pnmer anticuerpo. Estas células sirvieron para conocer la fluorescencia generada
por la unién inespecifica del anticuerpo secundario a las células; y ¢) Se incubaron 10°
células con un anticuerpo de raton del mismo isotipo, pero con diferente especificidad,

para conocer la union inespecifica de isotipo.

Inmunofluorescencia directa

En la caracterizacion fenotipica de los linfocitos T purificados mediante seleccion
magnética negativa, se usaron los anticuerpos de ratdn contra las moléculas de
superficie celular de humano: anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RA, anti-CD45RO, anti-
TCRap y anti-TCRy5 y la lectina ALL-B. Todas las incubaciones se realizaron en tubos
de microcentrifuga durante 15 minutos a 4°C; los lavados celulares se llevaron a cabo
centrifugando a 400xg durante 5 minutos. Se incubaron 10° linfocitos T con ALL-B
simultaneamente con dos anticuerpos monoclonates conjugados, uno a FITC y otro a
PE. Después de la incubacién, las células se lavaron 2 veces con PBA y se incubaron
con estreptavidina conjugada a Cychrome, como tercer flucrocromo. Al término de ia
incubacién las células se lavaron 2 veces y se analizaron por citometria de flujo. Para
estos ensayos los testigos fueron: a) células no incubadas con el anticuerpo primario,
ni con el anticuerpo secundario que sirvieron como referencia, para registrar Ja
autofluorescencia; y b) células incubadas con dos testigos de isotipo (lgG1-PE, 1gG1-
FITC, IgG2a-PE, IgG2a-FITC o IgM-FITC) y la estreptavidina conjugada a Cychrome,
que sirvieron para conocer la fluorescencia generada por la unién inespecifica del

isotipo del anticuerpo, a las células.

Titulacién de la Con-A

Para conocer la conceniracion dptima de Con-A, en la que los [infocitos
proliferan, se cultivaron 10° linfocitos T en 1 mL de medio con SBF durante 12, 24, 36 y
48 horas y se estimularon con 0.1 hasta 10 ug de Con-A. Después de recolectar las
células de los pozos de cultivo, se lavaron dos veces con ASF, se fijaron con p-
formaldehido al 4% en ASF (10° células/500 uL) durante 10 minutos a 4°C y se

volvieron a lavar dos veces con ASF. Las células se resuspendieron en 500 pl del
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amortiguador A (saponina 0.1%, BSA 10%, HEPES 0.01 M, IgG de cerdo 100 ug/mL en
ASF) y se incubaron 10 minutos a 25°C con agitacion lenta. Postedormente, las células
se centrifugaron a 400xg y se elimind el sobrenadante. Las células se incubaron con el
anticuerpo anti-Ki-67 conjugado a FITC, durante 30 minutos a 25°C en oscuridad y
después, se lavaron con el amortiguador B {saponina 0.1%, HEPES 0.1M en ASF}. Las

células se analizaron por citometria de flujo.

Cultivos celulares y activacion de los linfocitos T

Los linfocitos T se cultivaron y se activaron en presencia de células
presentadoras de antigeno; para esto, en primer lugar se incubaron 2 X 10°% CMN por
pozo, en placas para cultivo de 24 pozos Falcon (Becton Dickinson NJ, USA), durante 1
hora a 37°C con 5% de COQ,. Después, para eliminar las células no adherentes, los
pozos se lavaron tres veces con 1 mL de medio de cultivo con 10% de SBF. En cada
uno de estos pozos, se sembraron 10° linfocitos T en 1 mL de medio de cultive con SBF
y se estimularon con 1 pg de Con-A . Los linfocitos T, se recolectaron cada 12 horas
hasta completar 48, se lavaron dos veces con ASF y se determind su viabilidad con
azul tripano. Las células se fijaron en una solucién de etancl al 70% y glicina 50 mM y
se almacenaron a -20°C hasta la parte siguiente del experimento.

Los linfocitos T activados con Con-A, recolectados cada 12 horas y fijados en
solucidn de etanol y glicina, se lavaron dos veces con ASF, se incubaron con ALL-FITC
(0.1 pg para 10° células en 10 pk. de ASF) durante 15 minutos a 4°C y después se
lavaron dos veces con ASF. Enseguida, se incubaron con 100 pL de ARNasa (1 pg/mb)
durante 30 minutos a 37°C, se lavaron dos veces con ASF. Las celulas se incubaron
con 300 pL de HCI 4 M durante 12 minutos a 25°C; inmediatamente después, se
agregaron 3 mL de borato de sodio 0.1 M en ASF, para neutralizar el 4cido, agregando
10 mL mas, de ASF. La suspension se centrifugd a 400xg durante 5 minutos. Se retird
el sobrenadante y se adicionaron 100 pul de permeabilizante del paquete de
proliferacién celwlar “Cell profiferation kit 17, durante 10 minutos a 25°C. Se lavd una
vez con ASF, se agregaron 500 pul de una solucidn de iodure de propidio (50 pg/mL) y
se analizé por citometria de flujo en los canales FL1 para detectar las células unidas a
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ALL-FITC y FL2 para detectar el ADN (apéndice A: citometria de fiujo, anlisis de las
fases del ciclo celular).

La fase S del ciclo celular en linfocitos T, se determiné de la siguiente manera:
se cuitivaron 10° linfocitos T durante 0, 24 y 36 horas y se activaron de acuerdo al
protocolo previamente descrito. Antes de ﬁnalizar.el cultivo, 30 minutos, se agregaron
100 plL de bromuro de uridina (Brdu. De! paquete de proliferacién celular. Este
compuesto es un andlogo de la timina que se incorpora a la cadena
desoxirribonucleotidica durante la sintesis de ADN) en una dilucion 1:100 en ASF, a
cada pozo, se continud la incubacion y luego se recolectaron las células. Las células
recolectadas se fijaron en solucién de etanol y glicina, y se almacenaron a -20°C.
Posteriormente, las células se lavaron dos veces con ASF y se incubaron con 100 pl
de ARNasa {1 pg/mL) 30 minutos a 37°C. Las células se lavaron dos veces con ASF, el
botdn celular se incubéd con 300 ulL de HCI 4 M durante 12 minutos a 25°C y después
se agregaron 3 mL de borato de sodio 0.1 M en ASF agregando 10 mL de ASF. La
suspension se centrifugd a 400xg durante 5 minutos. Se retiré el sobrenadante y se
adicionaron 100 pL de permeabilizante del paguete de proliferacién celular, durante 10
minutos a 25°C. Se lavé una vez con ASF y las células se incubaron con 50 pl de anti-
Brdu, durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Se lavaran con ASF y se agregaron 500
ul de una solucién de ioduro de propidio (50 pg/mL) y se analizo por citometria de flujo
en los canales FL1 para detectar las células tefiidas con Brdu y FL2 para detectar el
ADN.

Analisis estadistico

En todos los ensayos se reporta fa media y la desviacién estandar (X+DS).
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RESULTADOS

Purificacién del receptor de la lectina ALL en humano

Para purificar y caracterizar fisicoquimicamente al ALL-R, las CMN se incubaron
con ALL y se aislaron por aglutinacién. Estas células se lisaron y el lisado se fracciond
a través de una cromatografia de afinidad, en la cual ALL-R se eluyé por competencia
mediante la adicién de GalNAc 0.2 M. Se aplicaron 35 mg de proteina a la columna y
la fraccién no retenida (F1) contuvo 34.0 mg de proteina correspondiente al 98% de la
proteina aplicada a la columna, mientras que la fraccion eluida con GalNAc (F2),
contuvo 35 pg de proteina, que corresponden al 0.1% del total de proteina aplicada a

la columna (figura 8).

Peso molecular de ALL-R

El peso molecular y el grado de homogeneidad de ALL-R, purificado por
cromatografia de afinidad, se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida.
Como se identifica en la figura 9, la fraccién purificada por cromatografia de afinidad
mostré una sola banda, y al hacer la comparacién con marcadores de peso mofecular

conocido, se determind que ALL-R tiene un peso molecular de 70 kDa.

Composicidn de aminoacidos de ALL-R

La fraccién eluida conteniendo ALL-R, se hidrolizé con HCI y analizd por
cromatografia de intercambio iénico para determinar la composicion de aminecacidos.
Los cromatogramas obtenidos muestran que el 24% de los aminoacidos de ALL-R son
no polares y el 76% son polares o con carga neta. Los aminoacidos mas abundantes
son la Ser y la Gly (125 y 118 residuos por molécula respectivamente), los residuos
menos abundantes son la Met (4), la Tyr (6) v la Arg (7) y se identificé un residuo de
Cis. La composicién de aminoacidos en nimero de residuos por molécula se presenta

enla tabla 1.
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Figura 8- Perfil cromatografico de la purificacion de ALL-R. Después de aplicar a
ia columna de afinidad, el lisado que contenia e! ALL-R unido a la lectina biotinilada, se
recuperd la fraccidn no retenida en las primeras 17 fracciones. Después de lavar ta
columna, se apticéd una solucion de GalNAc 0.2 M y la fraccién eluida con el azlcar, se
recupero a partir de la fraccion 27. El contenido de proteina de las fracciones se

analiz6 en un espectrofotémetro a 280 nm.
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Figura 9- Perfil electroforético de ALL-R de humano. Se analizé la fraccién
eluida con GalNAc durante la cromatografia de afinidad, F2. Esta fraccidn tiene un alto
grado de homogeneidad ya que presenta una sola banda en la electroforesis. La banda
observada, correspondiente al ALL-R, tiene un peso molecular de 70 kDa. En la foto
digitalizada de la electroforesis, se muestran los carriles para los marcadores de peso

molecular (MPM} y para ALL-R. Las bandas se revelaron con nitrato de plata.
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Tabla 1- Composicién de aminodcidos del ALL-R,

residuo residuos
aminoacido por molécula
Met 4
Ala 54
_ ) Pro 19
M | Val 22
lle 17
Leu 17
Phe 9
Ser 125
Thr 23
Glu 96
Asp 36
Hidrofilicos G.ly 118
(76%) His 15
Arg 7
Lys 16
Tyr 6
Cys 1
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Secuenciacién de aminoacidos de ALL-R

Se realizaron cuatro ensayos para secuenciar ¢l amino terminal del receptor de
la lectina ALL; sin embargo, posiblemente el extremo amino terminal de la cadena
polipeptidica, esté substituido con algin grupo (por ejemplo: acetilo, glicosilo,

piroglutamato, etc), que haya impedido el inicio de la secuenciacion.

Fenotipo de CMN de adulto y de corddn umbilical

Se trabajé con 8 muestras sanguineas de corddn umbilical y ocho muestras de
adulto. De cordén se recuperaron 4 + 1.6 x 10° CMN por mL, mientras de aduito fueron
1.7 + 0.39 x 10° CMN por mL. La comparacién de los porcentajes fenotipicos mostr6
diferencias (nicamente para los marcadores CD45RA {molécula de superficie de
células maduras no activadas) y CD45RO (molécula de superficie de células de
memoria). Las células mononucleadas que presentaron el marcador CD45RA fueron,
82112% en el corddn y 45£12% en el adulto; mientras que, las que presentaron el
marcador CD45RO fueron, 1146% en el corddn y 39+15% en el aduito (tabla 2).

Especificidad de la union de la lectina ALL

La especificidad de 1a union entre la lectina ALL y los linfocitos T, se analizd
tratando de inhibir Ja union con azucares competidores; para esto, después de incubar
10° finfocitos T con la lectina ALL y lavarios dos veces con ASF, se incubaron con los
azlcares: GlcNAg, glucosa (Glc), Gal, o GalNAc 0.2 M en ASF durante 30 minutos a
4°C. Como se muestra en la figura 10, fa incubacion con GalNAc inhibid la unién de

la lectina a los linfocitos T. Los otros azucares no inhibieron la unién.

Fenotipo de linfocitos T de adulto y de cordén umbilical

La caracterizacién fenotipica de los linfocitos T del adulto y del cordén umbilical,
mostré que la mayor parte de los linfocitos T en cordén y en adulto expresan el fenotipo
CD4: 84% en corddn y 55% en adulto, TCRafp: 85% en corddn y 89% en adulto; sin
embargo, en células del corddn, el fenotipo predominante fue CD45RA (88%) mientras
que en el adulto fue CD45RO (68%). El porcentaje de los linfocitos T reconocidos por
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Tabla 2- Porcentaje fenotipico de CMN del cordén umbilical y del
adulto.

CMN del cordén CMN del adulto

CD3+ 6248 6715
CD4+ 37410 40+9
CD8+ 2947 2945
RCTap+ 58:10 6111
RCTyd+ 613 412
CD45RA+ 8212 4512
CD4A5RO+ 1146 39415
CD14+ 17x7 1215
CcD19+ 1244 1042
CD57+ 1119 2216

X1DE; n=8

Tabla 3- Porcentaje fenotipico de linfocitos T del corddn umbilical y del
adulto.

Linfocitos T del condén Linfocitos T del adulto
ALL+ 913 83
CD 4+ 6416 5546
CD 8+ 215 417
CD 45RA+ 8843 2919
CD 45RO+ 1648 6817
RCTap+ B515 8943
RCTyd+ 241 1x1

X4DE; n=8 en el cordtn, n=7 en el adufto

Tabla 4- Porcentaje fenctipico de linfocitos T ALL+ del cordén
umbilical y det adulto.

Linfocitos T ALL+ Linfocitos T

en el corddn ALL+ en el
CD 4+ 65111 61113
CD 8+ 2047 25¢12
CD 45RA+ 90+3 3015
CD 45RO+ 15¢7 68110
RCTap+ 8445 83110

RCTy5+ 2105 32

X1DE; n=8 en ol corddn, n=7 en el adufto
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Figura 10- Inhibicién de fa unién de los finfocitos T con la lectina ALL. Los
linfocites T aislados mediante seleccidn magnética negativa, se incubaron con ALL-B.
Posteriormente, se incubaron con los azidcares Gal, GalNAc, Glc y GlcNAc. El
porcentaje de linfocitos T ALL” fue del 8+3% (A); después de incubar las células con el
azicar GalNAc, se inhibid la unién y el reconocimiento fue <1% (B). Cuando ios
linfocitos T después de unirse a ALL-B, se incubaron con los otros aziicares, no cambio

el porcentaje de reconocimiento (datos no mostrados).
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la lectina ALL (ALL"), es comparable en ambas muestras, en el cordén son 9+3%
y en adulto son 8+3% (tabla 3). En la figura 11 se muestran los graficos de los analisis

fenotipicos, obtenidos por citometria de flujo, de un experimento representativo.

Fenotipo de linfocitos T ALL"

E! fenotipo de los linfocitos T reconocidos por la lectina ALL, se determind con
triple inmunofiuorescencia usando ALL-B y anticuerpos conjugados a PE y a FITC y se
analizé por citometria de flujo. En la muestra del cordon y en la del adulto, los linfocitos
T ALL" presentaron el fenotipo predominante CD4/TCRaf; CD4: 65% en el cordon y
61% en el adulto y TCRap: 84% en el corddon y 83% en el adulto. No obstante, el
fenotipo predominante en la muestra de cordén umbilical fue CD45RA (90%) y en
adulto fue CD45R0O (68%) (tabla 4).

Expresién de ALL-R durante la activacion y en 1as fases del ciclo celutar

La concentracién de la lectina Con-A que induce maxima proliferacién en los
linfocitos T, se determiné por Ia deteccién del antigeno Ki-67; para esto, se realizd una
cinética de activacion con cantidades diferentes de la lectina. A las 48 horas de cuitivo,
hay 5% de proliferacion basal, pero en linfocitos estimulados con Con-A (1 pg/mb para
10° linfocitos T), el porcentaje de protiferacion se incrementd a 63%.

Para determinar si ia expresion de ALL-R se encuentra asociada a la activacion
y a las fases del ciclo celular, se hizo una cinética de activacién de los linfocitos T. Las
células se recolectaron cada 12 horas y mediante dobie inmunofiucrescencia, se
detecté la cantidad de ADN en el interior de cada célula, para determinar 1a fase del
ciclo celular en la que se encontraba, y la unién de la lectina ALL. La poblacién de
linfocitos T que se unieron a la lectina ALL, se incrementd durante la activacion. En
células activadas, la cantidad de finfocitos T ALL" se incrementé progresivamente de
5% a las 0 horas, a 42% a las 36 horas y luego, disminuyé a 32% a las 48 horas. En
células no activadas la poblacién de linfocitos T ALL" se mantuvo en un intervalo del 5
al 10% durante las 48 horas de cultivo (tabla 5, figura 12),
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Figura 11- Graficos de puntos de un experimento representativo del fenotipo de
los linfocitos T. En este estudio comparativo entre los linfocitos T del adulto y del
cordén, se analizaron los marcadores fentotipicos CD4 y CD8, caracteristicos de
células cooperadoras y citotoxicas; CD45RA y CD45R0O, caracteristicos de células
virgenes y de memoria; y el TCRap y el TCRya.

42




Linfocitos T ALL+

Tabla 5- Porcentaje de los linfocitos T ALL+ durante 48
horas de activacion.

Tiempo de Linfocitos T ALL+ Linfocitos T
activacién (horas) no activados ALL+ activados
V] 513 641
12 1016 814
24 743 1715
6 944 4045
48 104 3247
X+DE; n=3
40 - Activadas
30
P~
(=)
S~
e
20
0 No activadas

O 1 T T T 1
0 12 24 36 48

Tiempo
(horas)

Figura 12- Linfocitos T ALL" activados con Con-A durante 48 horas. En el grafico

se muestra los linfocitos T reconocidos por la lectina ALL en funcién del tiempo de

activacién. Al tiempo cero, los linfocitos T tienen un reconocimiento de menos de 10%.

Después de 36 horas de activacidon, las células reconocidas por la lectina se

incrementaron al 40% y luego a las 48 horas, fueron el 32%; mientras que, las células

no activadas se mantuvieron con un reconocimiento menor al 10%. (X+DE, n=3).
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En el andlisis del ADN para el estudic de ias fases del ciclo celular (figura 13),
la mayorfa de los linfocitos T ALL® activados (85%) presentaron las fases S y las de
Gz*M a partir de 36 horas, en cambio los linfocitos T ALL™ activados se mantuvieron en
las fases Gy+G,. Todos los linfocitos T no activados, ALL" y ALL" se mantuvieron en las
fases Go+G,.

Para determinar con mds precisién {a cantidad de tinfocitos T que se encuentran
en la fase S, se hizo una cinética de activacién de 0, 24 y 36 horas en cultivo; en ésta
cinética, las células se incubaron con Brdu y después de recolectarlas, se hizo un
andlisis de inmunoflucrescencia, para detectar las células que incorporaron el analogo
de la timina durante la sintesis de ADN. En el tiempo cero, 4.7+2.5% de los linfocitos T
se encontrd en fase S, a las 24 horas, 8.3+1.5% y a las 36 horas, 32.3+4.7% (n=3)
(figura 14),
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Figura 13- Graficos de puntos de un experimento representativo de linfocitos T
cultivados durante 48 horas, para el analisis de las fases del ciclo celular y la unién de
la lectina ALL. En los cuadrantes superiores se observan las células ALL" y la cantidad
de ADN en las fases del ciclo celular. Ver el apéndice A: Citometria de flujo, analisis
por citometria de las fases del ciclo celular. En finfocitos T no activados la union con la
lectina es del 10% en promedio, pero, en linfocitos activados la union con 1a lectina se
incrementa después de 36 horas de activacién y luego disminuye. En linfocitos
activados después de 36 horas, se presentan las fases S y Go+M.
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DISCUSION

La diferenciacion y la maduracion de los linfocitos T, se caracteriza no solo por
la expresion de los co-receptores CD4/CD8 o el incremento en la densidad de
expresion del receptor de linfocitos T (TCR), sino también por los cambios en los
patrones de glicosilacién, como hemos tratado de demostrar en este trabajo. La
presencia de receptores sacaridicos como el antigeno T (Gaip1,3 GalNAca-1-O
Ser/Thr) y el Tn {GalNAca-1-O Ser/Thr), tienen una particular importancia debido a que
estas estructuras pueden ser substituidas por NeuSAc, originando variantes sialiladas
de dichas estructuras. Se ha reportado que una de las modificaciones mas importantes
durante la maduracion celular en el timo, es el incremento de NeuSAc expresado en la
superficie de los timocitos y que la expresién de un derivado O-acetilado de NeuSAc (9-
O-acetif-sidlico, Neu5,9Ac), también es regulada durante la maduracién y activacién de
los linfocitos T (Krishna y Varki, 1997). En este trabajo se utilizd a la lectina ALL,
especifica para la GalNAc en el antigeno T, que reconoce timocitos murinos en las
ultimas etapas de maduracion.

Para la purificacién de ALL-R se utilizé una cromatografia de afinidad; en éste
método, se utilizd la afinidad de 1a lectina ALL, por el antigeno T en el ALL-R de los
linfocitos. La electroforesis en gel de poliacrilamida de la fraccién retenida F2, en la
cromatografia de afinidad, mostré una sola banda revelada con nitrato de plata; lo que
sugiere que la lectina ALL se une de manera especifica a una proteina o a proteinas
con semejante peso molecular. Nuestros resultados sugieren que el contenido total, en
CMN, de este receptor es inferior al 1%. El procedimiento de cromatografia de afinidad
indirecta, en el que se usé a la lectina marcada con biotina y a la avidina-agarosa, nos
permite el aislamiento del receptor para la lectina aparentemente intacto, ya que en
primer lugar se mantiene a la célula reconocida viable (Lis y Sharon, 1998) y
posteriormente se induce la lisis de las células reconocidas con inhibidores de
proteasas, asi se evita el contacto con enzimas proteoliticas. Lo que sugiere que este
sistema de separacién podria ser de gran utilidad para el aislamiento y caracterizacion

de receptores linfocitarios.
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El analisis etectroforético del receptor, mostrd una sola banda de 70 kDa. La
composicién de aminoacidos de ALL-R muestra 24% de aminoacidos hidrofobicos. Es
posible que estos aminoacidos constituyan parte del ALL-R gue estA embebida en la
membrana celular o formen parte de dominios extracelulares en regiones hidrofébicas,
como se ha observado con la leucosialina {Piller et al, 1988). E! 76% de los
aminoacidos son hidrofilicos por lo que pueden ser parte de dominios extracelulares o
citoplasmicos que estén en contacto con el medio. ALL-R tiene 125 residuos de Sery
23, de Thr lo que equivale al 25% de los aminoacidos totales, los que son
potencialmente O-glicosilados. Trabajos recientes indican que, la O-glicosilacion
requiere la presencia de una Pro adyacente a la Ser o Thr; aungque se desconoce la
funcidn de este residuo, puede inducir una organizacion fridimensional especifica en el
péptido glicosilable (Hemandez, comunicacién personal). Por esta razon, consideramos
que ALL-R tiene 19 O-glicosilaciones en su estructura, por lo que es susceptible a ser
reconocido por la lectina ALL.

El bloqueo del grupo amino terminal impidid la secuenciacién de ALL-R, esto se
puede deber a que la regién amino terminal, esté acetilada o glicosilada, por ejemplo.
Los estudios siguientes, en esta linea de investigacion, se dirigirdn en liberar esta
regién; asi mismo, se utilizaran otros métodos de secuenciacién.

Existen diversos ejemplos de estructuras QO-glicositadas en la superficie de los
tinfocitos, tales como CD45, CD4, el CD8 de células activadas y efectoras, o la
leucosialina (CD43 o Sialoforina). La leucosialina es la glicoproteina con mayor
potencial para ser O-glicosilada, ya que en su dominio extracelular, uno de cada tres
aminoacidos, es Ser o Thr, 137 en total. Esta cantidad es semejante a la de ALL-R,
pero la leucosialina tiene 38 residuos de Pro, lo que duplica las posibilidades de O-
glicosilacién. La comparacién en |a composicion de aminoacidos entre ALL-R y la
Leucosialina muestra que estas, son dos glicoproteinas diferentes (tabia 6).

La estructura Galpf1-3GalNAca1-O-Ser/Thr (antigeno-T), ha sido asociada con
estadios de inmadurez en linfocitos y transformacion tumoral en células no linfoides. La
lectina ALL reconoce este antigeno y en CMN reconoce células con fenotipo
CD4/CD45RA {Lascurain ef al, 1997). Por lo anterior, resulté de interés la
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Tabla 6- Composicién de aminoacidos de ALL-R y de la
Leucosialina. Se muestra el niumero de residuos por molécula.

. ALLR Leucosialina
residuo (residuos (residuos
aminoacido por molécula) por molécuia)

Asp 36 36

Glu 96 55

Ser 125 87

Gly 118 71

His 15 10

Arg 7 18

Thr 23 50

Ala 54 37

Pro 19 38

Tyr 6 6

Val 22 29
Met 4 6

lle 17 16
Leu 17 32
Phe 9 100

Lys 16 3
Cys 1 ND

ND-no descrito.




caracterizacion del fenotipo de los linfocitos T reconocidos por la lectina ALL en una
muestra enriquecida con células CD45RA, la muestra sanguinea de cordén umbilical.

La muestra de corddn se considera que no ha tenido contacto previo con
estimulos antigénicos (Almici et al, 1997; Lucivero ef al., 1996; Gardner et al.,, 1998).
Los linfocitos T ALL" en corddn presentan el fenotipo CD4/CDA45RA con TCRaf y en
adulto el fenotipo es CD4/CD45RO con TCRap, esto sugiere que en linfocitos T
humanos la expresion de ALL-R se encuentra asociada al fenotipo CD4 con el TCRap.
Los linfocitos T ALL" en cordén, tuvieron un fenotipo CD45RA predominante tal como
se esperaba en esta muestra enriquecida con células virgenes; sin embargo,
resultados de! fenotipo de los linfocitos T ALL™ en adulto, contrasta con el fenotipo
reportado en CMN previamente. Las diferencias pueden ser ocasionadas por los
métodos diferentes de estudio. En el estudic previo, se aislaron las células ALL" por
aglutinacién y sedimentacion a partir de CMN y posteriormente se determint su
fenotipo. En tal método, las células al unirse a la lectina y aglutinarse entre si, aiteran
su membrana y esto puede generar sefiales al interior que determinen cambios
fenotipicos. Asi mismo, durante la sedimentacion se pueden acarrear células no
reconocidas por la lectina ALL. En este estudio, se usd un método que permite aislar
linfocitos T sin que sean tratados ni unidos a moléculas, por 10 que no se tiene el riesgo
de alteraciones de membrana por esta causa. Ademas el tiempo de tratamiento y
manipulacién de las células es menor. Es posible que estos factores contribuyan a las
diferencias antes mencionadas.

La seleccion magnética negativa permitié aislar linfocitos T con un alto grado de
pureza {95%) y sin tratarlas con anticuerpos. Las células no tratadas es un aspecto
importante, porque con esto se eflimina la posibilidad de que, al ser reconocidos por
anticuerpos para su purificacion, se activen. La activacién celular genera diversas vias
de sefalizacion que cambian el patrén de expresidn de proteinas y esto puede alterar
los resultados de la caracterizacion fenotipica. El 5% de la fraccién no retenida no son
linfocitos T, este porcentaje no afecta los resultados para casi todos los marcadores

usados; sin embargo, la poblacion de linfocitos T con TCRyd es menor a 5%. Los
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valores obtenidos para esta subpoblacion es comparable con otros previamente
reportados (Harris et al., 1992), por lo que el 5% de contaminacién parece no afectar
estos resultados.

En el andlisis fenotipico, para verificar el sistema de marcaje se comparé el
fenotipo de CMN de cordén y adulto con los resultados reportados por Harris et al.
(1992) v por Motley ef al. (1995, tabla 7). Las semejanzas en los porcentajes nos
sugieren que el sistema de marcaje y anélisis es adecuado.

En cultivo, el reconocimiento de ALL-R de los linfocitos T sin activar es del 8%;
mientras que, en linfocitos T con 36 horas de activacion el reconocimiento se
incrementd al 40% y a las 48 horas, disminuyd al 32%. Lo anterior significa que por la
activacién, ALL-R se une a la lectina cinco veces mdas que en reposo. Lo que sugiere
que esta glicoproteina se encuentra asociada a los procesos de activacion de los
linfocitos T en la respuesta inmune. El incremento en el reconocimiento de ALL-R se
puede deber a toda la gficoproteina o (nicamente a la porcion sacaridica. La
glicoproteina en la cual se encuentra el antigeno T, puede incrementar su expresion en
ia poblacion de linfocitos T después de la activacidon. Aunque no se descarta la
posibilidad de que se expresen otras glicoproteinas en los linfocitos T que lo
contengan. Por otro lado, la parte proteica de la glicoproteina puede mantener su nivel
de expresion y ser la regién sacaridica, la parte que experimente modificaciones. Por
ejemplo, que se exprese de novo sobre la proteina, o bien, que en estado de reposo
alguna estructura impida el reconocimiento y por la activacion se modifique o se elimine
permitiendo un mayor reconocimiento. Lo anterior se ha observado con el decasacéarido
biantenario  Galp4GicNAcp2Mana3{Galp4GlcNAcpB2Mana6)ManB4GIcNACB4{Fucab)
GlcNAc donde [a adicion de GlcNAcp4 a la Manp4, fija la posicion del brazo Mana6Man
en una de las dos posibles conformaciones, lo que disminuye el reconocimiento del
decasacarido por la lectina Con-A (Piller et al., 1988),

Se han demostrado cambios en las estructuras sacaridicas durante la activacton
de los linfocitos T, estos incluyen variaciones de la expresion de giicosidasas y
glicosiltransferasas. Por ejemplo, la activacion de los linfocitos T humanos, determina

un decremento en la movilidad electroforética de la leucosialina por la modificacion
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Tabla 7- Fenotipo de CMN del cordén y del adulto. Comparacion con los datos

reportados por Harris (1992) y por Motley {1995),

CMN del cordén CMN det aduito
VargasJ*  Hamisela.  Molby ef af Vargas J* Hemsetal — Molleyetal
CD4 37 29 40 38
cDsg 29 17 29 22
TCRap 58 45 61 63
TCRy 6 1 4 3
CD45RA 82 84 87 55 53 50

* Resultades obtenidos en el presente trabaio.
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de su estructura sacaridica y esto es causado aparentemente por un decremento de
actividad de la transferasa de sidlico a2-6 y paralelamente por la activacién de la
transferasa de GIcNAcp1-6 (Piller et al, 1988). Asi mismo, los linfocitos T CD8"
muestran un incremento en el reconocimiento de Gal mediante la lectina PNA en la
estructura Galp1-3GalNAc-O-Ser/Thr por efecto de la activacion. Este incremento
correlaciona con la actividad de la neuraminidasa, la que posiblemente contribuye al
fenotipo PNA" (células reconocidas por la lectina PNA), al cortar residuos de Neub5Ac
que impiden ei reconocimiento por la lectina (Galvan et al, 1998). También se ha
mostrado ia modulacién negativa de las estructuras sacaridicas por la activacion. La 9-
O-acetilacién sobte NeuSAc de mucinas de células T CD4+, de modelo murino,
disminuye su expresién del 95 al 60% por la activacién {Krishna y Varki, 1997).

En modelos murinos, ALL-R no se detecta en timocitos codlicales pero es
detectada en timocitos medulares que estdn mas maduros (Lascurain el al. 1994;
Lascurain ef al., 1997). En humanos, cuando ios linfocitos T salen a circulacidn, fa
glicoproteina es detectada en un 8% de ellos y cuando son activados, en un 40%. Esto
sugiere que ALL-R puede tener un papel en la regulacién celular, modulando el
desarrollc y la activacion temprana de los linfocitos T. El analisis de doble
inmunofluorescencia con ALL-FITC y ADN-IP, mostr6 que los linfocitos T ALL" después
de 36 horas de activacién, presentaron las fases Go-G,, S y G»-M. Para determinar si el
incremento en el reconocimiento de ALL-R se debe a que las células entran en fase S
se hicieron estudios con doble inmunofluorescencia con Brdu-FITC y ADN-IP. En
linfocitos T en estade de reposo (no activados), el reconocimiento del ALL-R es del 8%
pero, después de 36 horas de activacion, es del 40% (figura 15). Esto indica un
incremento de 32% en el reconocimiento por efecto de la activacion. Por otro lado, a
las 36 horas de activacion las células en fase S son 32%. En este periodo, el
porcentaje de células en fase S correlaciona con el incremento en el reconocimiento de
ALL-R. Estos resultados sugieren que en los procesos tempranos de activacion, los
linfocitos T que estan en la fase S del ciclo celular, expresan el ALL-R.

Los datos anteriores fueron confirmados mediante la determinacién del antigeno

Ki-87, el cual es parte de la subunidad alfa de la topoisomerasa |l. Esta subunidad se
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sintetiza tnicamente durante la duplicacién dei ADN cuando la célula se va a dividir,
por lo que su deteccién con anticuerpos es una sefial confiable de que la célula esta en
proceso de proliferacion.

La lectina ALL no induce proliferacion linfocitaria, como se ha demostrado con
trabajos previos en el laboratorio, por lo que se puede usar como marcador de
activacion sin tener el problema de que sea un agente mitogénico. Tal como se ha
mostrado en este y otros trabajos, las lectinas son una de las herramientas mas
importantes para el estudio de las estructuras sacaridicas y de sus modificaciones. Por
esta razon et area de investigacion en lectinas estd en constante crecimiento. En
particular, la lectina ALL que reconoce la estructura Galp1-3GalNAc-O-Ser/Thr y como
se ha mostrado en este trabajo, estad asociada a la activacion y a la fase S del ciclo
celular, resulta ser una herramienta en el estudic de los procescs tempranos de

activacion y de la regulacién celular.

54




CONCLUSIONES

1- El receptor linfocitario para ALL es una glicoproteina de 70 kDa y tiene una
composicion de 148 residuos aminoacidos de Ser y Thr y 19, de Pro por molécula, lo

que sugiere, que el receptor tiene posibles sitios de O-glicosilacién.

2- En el adulto humano, los iinfocitos T ALL" tienen un fenotipo predominante
CD4/CD45R0O con TCRaf; mientras que en el corddn umbilical, el fenotipo
predominante es CD4/CD45RA con TCRap.

3- ALL-R se encuentra asociado a los procesos de activacion temprana de los

linfocitos T en la respuesta inmune.

4- ALL-R se encuentra asociado a la fase S del ciclo celular de linfocites T de

humano adulto.

5- ALL-R se expresa en linfocitos T virgenes, en reposo y que se encuentran en

las primeras fases de activaciéon celular.
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PERSPECTIVAS

Determinar en linfocitos T de cordén umbilical, si hay incremento en el
reconocimientoc de ALL-R durante la activacién temprana y si el incremento estd
asociada ala fase S.

Determinar si el incremento en el reconocimiento de ALL-R durante la activacion
de linfocitos T, se debe a una sola glicoproteina, a isoformas de 1a misma o a otras
glicoproteinas. Esto se puede determinar con el perfil electroforético, perfil
electroforético bidimensional o una cromatografia de intercambio idnico (FPLC, fast
protein liquid chromatography) de un lisado de linfocitos T activados.

Comprobar fa asociacion ALL-R con la fase S con triple inmunofluorescencia con
ALL-B, ADN-IP y Brdu-FITC.

Determinar la secuencia de ALL-R con el uso de compuestos o enzimas para
liberar el grupo aming terminal, o con el use de otros métodos de secuenciacion.

Determinar cuales glicosiltransferasas o glicosidasas participan en el incremento
del reconocimiento de ALL-R.

Determinar si hay una expresion diferencial de ALL-R en corteza y en médula

timica humana, tal como sucede en murinos.
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GLOSARIO

Anticuerpos Glicoproteinas del suero sanguineo que se unen a moléculas
especificas llamadas antigenos y son producidas en respuesta a su presencia. Los
anticuerpos se unen a los patégenos portadores del antigeno y los neutralizan o los
preparan para que sean destruidos por células fagociticas o neutréfilos. Cada molécula
de anticuerpo tiene una estructura nica que le permite unirse a un antigeno especifico
y ademds todos los anticuerpos tienen la misma estructura general por lo que son
conacidos como inmunoglobulinas.

Antigeno Moléculas que reaccionan con los anticuerpos. Generalmente tienen
la capacidad de generar anticuerpos, pero algunos no tienen esta capacidad. Solo los
antigenos que pueden inducir la produccién de anticuerpos se llaman inmunégenos.

Antigenicidad Capacidad de inducir la respuesta inmune adquirida.

Carbohidrato Polihidroxialdehido o polihidroxicetona que puede ser hidrolizado
en sus unidades basicas. Tienen una composicién acorde a la férmula (CH;O0), e
incluye muchas sustancias derivadas. Generalmente contienen monosacaridos unidos,
formando oligémeros o polimeros, éstos también son conocidos como oligosacaridos,
polisacaridos ¢ mas generalmente come sacaridos, cadenas de azlcares o glicanos
(Varki et al., 1999).

Cychrome Compuesto que después de ser excitado, emite radiacidn a 650 nm;
su fluorescencia es detectada en el canal FL3 del citémetro.

Marcadores de superficie:

CD3+ Linfocitos T

CD3+CD4+ Linfocitos T cooperadores

CD3+CD8+ Linfocitos T citotdxicos

CD11b+ “Células asesinas naturales” y células mieloides

CD14+ Macrofagos

CD16+ Macréfagos, “células asesinas naturales” y neutréfilos

CD19+ Linfocitos B

CD36+ Plaguetas, monocitos y células endoteliales
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CD45RA+ Linfocitos T virgenes {maduros, no activados)

CD45RO+ Linfocitos T de memoria

Glicano Es ia parte carbohidrato de un glicoconjugado

Glicoconjugado Proteina o lipido que contiene uno o mas monosacaridos u
cligosacaridos unidos covalentemente.

Hapteno Molécula que se une a un anticuerpo, pero que no puede generar por
si misma una respuesta inmune adaptativa.

Inmunégeno Cualquier molécula que pueda originar una respuesta inmune
adaptativa. Antigeno que puede inducir la produccién de anticuerpos.

Isotipo Cada una de las clases de inmunoglobulinas: IgA, 1gG (1, 2, y 2). IgD,
IgE e IgM.

Ki-67 Antigeno de proliferacién. Es parte de la subunidad alfa de la
topoisomerasa ll. Este antigeno se detecta Unicamente cuando la célula se esta
dividiendo.

Linfocitos virgenes son linfocitos maduros que nunca se han encontrado con
su antigenc especifico y asi, nunca han respondido a él. Todos los linfocitos que dejan
los 6rganos linfoides centrales son virgenes. Los del timos, son linfocitos T virgenes,
los de la médula 6sea son linfocitos B virgenes (Janeway y Travers 1997).

Linfocitos de memoria son [infocitos que ya se han encontrado con su antigeno
especifico y tienen la capacidad de responder mds rapido y més efectivamente ante
siguientes encuentros con su antigeno. Tienen la caracteristica de ser especificos y de
vivir mas (Janeway y Travers 1997).

Monosacarido es un carbohidrato que no se puede hidrolizar en una unidad
mas simple. Tienen un grupo carbonilo potencial en un extremo de la cadena (aldehido)
o0 en el interior de la cadena (cetona).

TCRap+ Células que expresan el receptor de célula T af.

TCRy5+ Céluias que expresan el receptor de célula T v3.
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APENDICE A: citometria de fiujo

Et analisis por citometria de flujo permite la medicién de caracteristicas fisicas de
una célula como: el tamafio relativo, ta granularidad relativa y la intensidad de
fluorescencia relativa. La medicién se realiza mientras las células pasan en fila simple
a través de un rayo |aser del aparato de medicion {(citdmetro de flujo) y se basa en el
grado de dispersion de luz o en la fluorescencia emitida. Asi, el analisis de dispersion
de luz de las CMN genera un gréfico de puntos como el indicado en la figura 15A. En
este grafico, cada punto representa una célula y en él se detectan linfocitos, monocitos
y granulocitos los cuales se pueden diferenciar entre si, por su tamafo y por su
granularidad. Asi mismo, el analisis de la fluorescencia emitida por fluorocromos
unidos especificamente a una célula, puede permitir conocer: su identidad; si expresa
moléculas en su superficie; en su interior; o si tiene cambiocs en su ADN. Para los
analisis de fluorescencia, se utilizan lectinas o anticuerpos conjugados a fluorocromos
{FITC, PE, “Cychrome” o IP) que se unen a moléculas de la célula. Estos flucrocromos
cuando son excitados por el rayo laser emiten diferentes fluorescencias que son
detectadas por tres canales diferentes del citbmetro. El canal FL1 detecta la
fluorescencia de 530 nm, emitida por fa fluoresceina; el canal FL2 detecta Ia
fluorescencia de 585 nm, emitida por PE e IP; y el canal FL3 detecta la fluorescencia
de 650 nm, emitida por Cychrome. Asi, cuando la célula pasa a través del rayo laser,
sus caracteristicas se determinan por el tipo de fluorescencia que emite.

Un ejemplo de analisis con fluorescencia; El anélisis por citometria de flujo de
las CMN de humano incubadas con anti-CD3-FITC (anticuerpo conjugado a
fluoresceina gue reconoce linfocitos T) y anti-CD4-PE (anticuerpo conjugado a
ficoerittina que reconoce células cooperadoras), genera un grafico del tipo mostrado en
la figura 15B. Para la generacion de los cuadrantes en este tipo de graficos, se
utilizaron las células testigo de autofluorescencia {células que no se incubaron con los
anticuerpos); el registro de éstas células se ubicd, con controles manuales, en el
extremo inferior izquierdo del grafico y toméndolas como referencia, generd el
cuadrante inferior izquierdo (I1); automaticamente se formaron los cuadrantes inferior

derecho (ID), superior izquierdo (Sl) y el superior derecho {SD). Posteriormente, con
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los cuadrantes ya ubicados se analizaron las células experimentales; en este ejemplo,
el 70% de CMN son CD3+ (linfocitos T, ubicados en los cuadrantes 1D y SD), el 50%
son CD4+ (células cooperadoras, ubicadas en fos cuadrantes Sl y SD), el 45% son
CD3+CD4+ (linfocitos T cooperadores, ubicados en el cuadrante SD) y el 25% son
CMN que no fueron reconocidas, por lo que no son linfocitos T ni células cooperadoras
y se ubicaron en el cuadrante Il. En este ejemplo y tal como ocurre en muchos de los
analisis presentados en este trabajo, la suma de los porcentajes no es el 100%, sino
que es mayor; esto es porque muchas de las células expresan dos o mas las moléculas
analizadas en su superficie, es decir son dobles o triples positivas, y por lo tanto, la
suma de sus porcentajes es mayor al 100%.

Andlisis por citometria de las fases del ciclo celular. Los linfocitos en estado
de reposo estan en fase Go del ciclo celular. Su ADN se encuentra contenido en la
cromatina y su cantidad se conoce como 1X. Cuando los linfocitos se activan, inician su
proliferacidn y pasan por cuatro fases distintas, Gy, S, G, y M (figura 15C), En [a fase
G, se sintetiza ARN y proteinas, mientras que el contenido de ADN permanece
constante (1X). La fase de sintesis (S) comienza con la duplicacién del ADN. Con el
ADN duplicado {2X) la célula se encuentra en la fase G, y se prepara para la mitosis
{M). En M, e! contenido de ADN es 2X hasta que la célula se divide en dos células
hijas, y en cada una de ellas queda un juego de cromosamas {1X) (Lodish et al., 2000;
Training manual, 1995). Para el analisis por citometria de flujo, los iinfocitos T
activados con Con-A y fijados en solucién de etano! y glicina, se lavaron dos veces con
PBA. Posteriormente se incubaron con ALL-FITC a 4°C durante 15 minutos en
oscuridad y se lavaron dos veces con PBA. Las células se incubaron con {P a 4°C
durante 30 minutos en oscuridad y enseguida se analizd en el citémetro de flujo en los
canales FL1 para ALL-FITC y FL2 para el ADN-IP. En este andlisis fue importante la
discriminacion de las células aglutinadas en pares (1X+1X), que pudieran
confundirse con células en las fases Gy M (2X) (figura 15D), ambas con dos juegos
de cromosomas. Para esto, se generé una ventana de analisis de cantidad de ADN
contra ancho del pulso detectado. En esta ventana se eligid la region (R1) de los

linfocitos T que estan incrementando su ADN y se discriminaron las células pareadas
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con el doble de ADN, pero también con el doble de diametro (figura 15E}. Con esta
region, se generé una segunda ventana para analizar los linfocitos que se unieron a la
lectina ALL, y su ADN (figura 15F). En esta segunda ventana, las células en las fases
Gp+G, se colocaron en ef valor 200 del eje correspondiente al ADN (este eje debe ser
lineal). Los linfocitos en las fases G;*M con doble juego de cromosomas, se
distribuyeron por si mismos, en el valor 400. Las células que se distribuyeron entre 200
y 400 se encontraron en fase S (con mas de un juego de cromosomas y menos de 2).
Los cuadrantes en los graficos de este tipo, se hicieron tomando como referencia
linfocitos T que no se incubaron con la lectina ALL. Se generd asi, un cuadrante
superior en el que se ubicaron las células que se unieron a la lectina y un cuadrante

inferior, en el que se ubicaron las células que no se unieron.
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APENDICE B: respuesta inmune

La respuesta inmune adaptativa es una respuesta especifica de los linfocitos a
un antigeno extrafio, incluye el desarrollo de memoria inmunolégica y es generada por
la seleccion clonal de linfocitos. También se llama respuesta inmune adguirida. Al
ingresar un inmundgeno al cuerpo y ser capturado por alguna célula presentadora de
antigeno {APC), se inicia la respuesta inmune (figura 16). La APC lo procesa (1) y
presenta a los linfocitos T cooperadores (CD4+) especializados. Estos se activan (2) y
se diferencian en los tipos Th1 o Th2. Los linfocitos Th1 activan a los linfocitos
citotéxicos (CDB+) que al contactar a su célula blanco determinan su muerte (respuesta
inmune celular, 3). En la respuesta inmune humoral (4), los linfocitos Th2 activan a los
linfocitos B {(CD19+) que proliferan y algunos se diferencian en células plasmaéticas
productoras de anticuerpos especificos contra el antigeno. Las células activadas,
ademas de realizar sus funciones efectoras, algunas se diferencian en células de
memoria (5), las cuales en futuras infecciones tienen la capacidad de desencadenar la
respuesta inmune mas rapidamente (Goodman, 1996).

Respuesta inmune innata Incluye las primeras etapas de la respuesta del
huésped a la infeccidn, con una variedad de mecanismos de resistencia que reconocen
y responden a la presencia de un patégeno. No se incrementa con la exposicién
repetida de un patdgeno dado y no discrimina entre patdgenos. Es seguida de la
respuesta inmune adaptativa (Janeway et al., 1997).
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Figura 16- La respuesta inmune adaptativa. La APC captura un inmundgeno y lo
procesa (1). Presentacién de algunos péptidos unidos al MHC a los linfocitos T
cooperadores (CD4+) especializados. Estos se activan (2) y se diferencian en los tipos
Th1 o Th2. Los linfocitos Th1, activan a los linfocitos citotoxicos (CD8+) que al
contactar a su célula blanco, determinan su muerte (respuesta inmune celular, 3). En la
respuesta inmune humoral (4), los linfocitos Th2 activan a los linfocitos B (CD19+) que
proliferan y algunos se diferencian en células plasmaticas productoras de anticuerpos
especificos contra el antigeno. Las células activadas, ademas de realizar sus funciones
efectoras, algunas, se diferencian en células de memoria (5), las cuales en futuras
infecciones, tienen la capacidad de desencadenar la respuesta inmune mas eficaz y
mas rapidamente (Modificado de Goodman, 1986).
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