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Resumen

Los gangliésidos (GG’s) son glicoesfingolipidos (GLS) que contienen acido sialico
(Sia). Un papel importante de los GG’s es participar en la formacion de balsas
lipidicas y microdominios, que ayudan a formar cascadas de sefializacion,
involucradas en diferentes funciones celulares, como la proliferacién, diferenciacion

y supervivencia.

El objetivo de este trabajo fue determinar el perfil de expresion de los GG’'s de la

serie b (GD3, GD2, GD1b y GT1b) en linfocitos T CD8 + humanos.

Se midio la expresion de los gangliésidos de la serie “b” mediante citometria de flujo
alas (12, 24, 48 y 72 h), encontrando que ocurre una neoexpresion del gangliésido
GD2. Mediante una gPCR de la GM2/GD2 sintasa se encontrd que se encuentra de
manera basal en los linfocitos T CD8 + humanos totales. Se realizé una microscopia
confocal donde se observé una polarizacion del TCR junto con el gangliésido GD2,

aunque estos no colocalizaron.

Esta observacion sugiere que el gangliosido GD2 podria ser importante para la
agrupacion de TCR y, por lo tanto, para una activacion eficiente como lo que se ha

reportado con las células T CD4 +.



1. Introduccion

Los glicoesfingo lipidos (GSL) juegan un papel importante como moduladores
fisioldégicos del crecimiento y como factores mediadores de la proliferacion. Ademas,
estan involucrados en diversos procesos celulares que incluyen, regulacion y
estabilidad en la membrana celular, regulacion de cascadas de sefalizacion,
formacién de microdominios dentro de las balsas lipidicas, adhesion, diferenciacién

celular y morfogénesis?!?.

Los gangliosidos (GGs) GSL de membrana los cuales presentan cargas negativas
debido a que contienen &acido sialico (Sia), también conocido como &cido
neuraminico (Neu5Ac), el cual es un monosacarido compuesto por nueve carbonos

y un grupo N-acetil®.

A su vez, su expresion se encuentra incrementada en diversas enfermedades (ej.
cancer, diabetes tipo 1, enfermedad de Alzheimer, enfermedades autoinmunes,
entre otras)?4°-¢, Debido a su relevancia biolégica se ha realizado la caracterizacién
del perfil de expresién de los gangliésidos y su funcién en diferentes tipos celulares

y especies de mamiferos’2.

Se he reportado que el perfil de expresion de los gangliésidos se modifica durante
el desarrollo embrionario, en alteraciones metabdlicas y mas recientemente en la

activacion de los linfocitos T CD4 +y CD8 + en ratones knockeados (KO), donde se



ha demostrado que algunos gangliésidos son necesarios para una activacion

eficiente en las células T679.10,

Los linfocitos T requieren de diferentes GGs, dependiendo de si son linfocitos T CD4
+ 0o T CD8 +, esto se demosotré6 mediente experimentos utilizando ratones
knockeados de la ST3Gal5 (GM3 sintasa), en donde se activarén los linfociots T
CD4 + mediante anticuerpos anti-CD3/CD28, posterirmente midieron la proliferacién
mediante citometria de flujo de estos linfocitos T CD4 + y los compararon con los
linfocitos sin activar, observando que los linfocitos T CD4 + no presentan una
correcta activacion, ya que no se observo un incremento en su proliferacion.
Mientras que en los linfocitos CD8 + virgenes de los ratones KO no necesitan de

esta sintasa para activarse correctamente’.

En contrase los ratones KO de la B4AGALNT1 (GM2/GD2 sintasa) presentaron una
activacion normal de los linfocitos T CD4 + virgenes, mientras que la activacion de

los linfocitos T CDS8 + fue deficiente’.

En el caso del ser humano, Villanueva et al. 2016 reportaron que durante la
activacion de los linfocitos T CD4 + virgenes humanos existe un incremento en la
expresion del gangliésido GD3 y una neoexpresion del ganglidsido GD2, y que este
ultimo presenta una colocalizaciéon con el receptor de celula T (TCR). Una
observacion adicional fue que el silenciamiento de la GM2/GD2 sintasa, afecta la

agrupacion del TCR (clustering) y reduce la sefalizacion rio abajo con efectos

-9-



negativos sobre la proliferacion celular®. Comparando estos resultados con los
observados en ratones se puede observar que en el caso de los linfocitos T CD4+
humanos virgenes si necesitan de la GM2/GD2 sintasa para una correcta activacion,
sin embargo, los linfocitos T CD4 + de ratdn no. Esto nos desmuestra que a pesar

de ser el mismo tipo celular, este reacciona diferente dependiendo la especie.

Debido a la importancia que tiene la activacion los linfocitos T CD8 + en un contexto
inmunoldgico, patolégico y como los GG’s podrian estar involucrados en dicho
proceso de activacion, en este trabajo describimos la expresion de estos GGs en
los linfocitos T CD8 + humanos totales, en condiciones de reposo y activacion, ya
gue todos los estudios hasta ahora con respecto a la participacion de los GG's en
la activacion de estos linfocitos se ha realizado en otras especies, como o son

ratones y ratas.

2. Fundamento Teodrico

2.1. El sistemainmune.

El término inmunidad hace referencia a la proteccion frente a enfermedades
infecciosas. Sin embargo, sustancias extrafias no infecciosas o células que
presentan un patron de moléculas anormales pueden desencadenar una respuesta
inmune. Las células y moléculas responsables de dicha inmunidad constituyen el

sistema inmunitario®?.

-10 -



Las principales funciones del sistema inmune son: la neutralizacién de patégenos
como bacterias, virus, parasitos u hongos que han entrado al organismo, asi como
reconocimiento y neuralizacién de sustancias nocivas del medio ambiente y la
eliminacion de células propias que se pueden reconocer como dafiinas para el

hospedero, como son las células cancerigenas®?.

Existen dos tipos de respuesta en el sistema inmune en los mamiferos. La primera
respuesta es mediada por el sistema inmune innato, evolutivamente el mas antiguo
y presente en todos los organismos vivos. Proporciona una defensa general a los
agentes patégenos, por la cual también es conocido como sistema inmune

inespecificos.

La respuesta innata usa células fagociticas (neutréfilos, monocitos y macrofagos),
células que liberan mediadores inflamatorios (basofilos, mastocitos y eosindfilos) y
células asesinas naturales (NK’'s). Sus componentes moleculares incluyen al

complemento, proteinas de fase aguda y citocinas como los interferones*s.

El segundo tipo de respuesta en el sistema inmune se le conoce como respuesta
inmune adaptativa o especifica, debido a que agentes particulares conocidos como
anticuerpos se unen a patdégenos especificos con los que el organismo ya ha tenido
contacto, estos anticuerpos son producidos por un grupo de células llamados

linfocitos B. En la respuesta inmune adaptativa también se encuentran involucrados

-11 -



los linfocitos T los cuales sufren un proceso de activacion mediante la presentacion

de antigeno, la cual esta mediada por la inmunidad innata'?.

Evolutivamente solo los organismos verebrados cuentan con este sistema
adaptativo, y aunque los dos sistemas no trabajan independientemente del otro en
este escrito Unicamente nos basaremos en los linfocitos T CD8 +, celulas del

sistema inmune adaptativo?!.

2.2. Linfocitos T.
Los linfocitos T son reguladores criticos de la respuesta inmune adaptativa hacia el
reconocimiento de patdégenos y células tumorales, también son importantes

efectores en alergias, rechazo de trasplantes y autoinmunidad*4.

Para que un linfocito T pueda efectuar su funcion necesita de la interaccion con
moléculas especificas. Estas moléculas son reconocidas por los receptores de los
linfocitos T (TCR) y se denominan genéricamente antigenos, pueden variar desde
pequefas estructuras quimicas a moléculas altamente complejas. Sin embargo, el
TCR Unicamente tiene sitios de union de 600 a 1700 A°, por lo que estos receptores
reconocen solo una pequefia parte de un antigeno complejo, denominado antigeno

epitopo™®.

Antes de que estos antigenos sean reconocidos por el TCR tienen que ser

procesados por unas células especializadas llamadas células presentadoras de
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antigeno (APC), las células APC por excelencia son las células dendriticas.
Después de su procesamiento los antigenos son presentadas por las APC mediante

el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) (Figura 1)*.

Las funciones del MHC es el de unir los fragmentos del péptido antigeno y
mostrarlos en la superficie de las APC, para que las células T los puedan reconocer
apropiadamente. Existen 2 tipos de MHC, el MHC clase I, el cual se encuentra
presente en todas las células nucleadas del organismo, estas moléculas presentan
péptidos provenientes de proteinas citosélicas y son reconocidos por los linfocitos

T CDS8 +16,

Linfocitos T circulando a través de los
ganglios linfaticos en busca e antigenos

Célula
dendritica

\ ™

Linfociito
#T virgen

Activacion de linfocitos T virgenes
y generacion de células efectoras

Activacion de linfocitos T efectores en ||
lugar de la infeccion; erradicacién del
microorganismo

Figura 1. Reconocimiento del antigeno y activacion de los Linfocitos T
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Mientras que el MHC clase Il se encuentra presente Unicamente en las células
especializadas para la presentacion de antigeno (células dendriticas, macréfagos,
células endoteliales, epiteliales del timo y linfocitos B), los péptidos presentados por
estas moléculas del MHC clase Il derivan de proteinas extra celulares y son

reconocidos por los linfocitos T CD4 +16,

Existen diversos tipos de linfocitos T, los cuales responden a diferentes antigenos
microbianos en distintos compartimentos celulares y cada uno de estos actua
mediante un MHC distinto. Entre estos se encuentran los linfocitos T CD4 +
cooperadores, los cuales maximizan la eficiencia del sistema inmune reclutando y
activando a otras células mediante la secrecion de citocinas para que estas ataquen
al patégeno. Otro subtipo de linfocito es el linfocito T CD8 + también conocido como
Linfocito T citotoxico (CTL), el cual se encargar de contener las infecciones de
células tisulares donde el anticuerpo no puede acceder, matando células infectadas

y eliminando el reservorio de la infeccion®.

2.2.1. Activacion de Linfocitos T.

El inicio de la activacion de los linfocitos T virgenes y las fases efectoras de las
respuestas inmunes adaptativas medidas por estas celulas las desencadena el
reconocimiento de antigeno, el cual se da por unos receptores especificos, los
cuales se encuentran en la superficie de la membrana de los linfocitos T. Entre estos
receptores se encuentra el TCR, el CD3 y el CD28, de los cuales se hablara mas

adelantell,
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En el timo se generan clones de linfocitos T, cada uno con una especificidad
diferente, antes de la exposicion del antigeno. Los linfocitos T virgenes, es decir que
no han tenido contacto con algin antigeno, circulan por el cuerpo en un estado de
reposo y al activarse adquieren nuevas capacidades especificas que le permiten

combatir contra una infeccion?!.

La activacion de los linfocitos T virgenes se produce en los organos linfaticos
especializados, como son el bazo y los ganglios, en donde los linfocitos T virgenes

interactuan con las APC de manera antigeno-dependiente!*16,

El reconocimiento del antigeno junto con otros estimulos activadores, induce varias
respuestas en los linfocitos T, como la secrecién de citocinas, la proliferacion, y la
diferenciacion de células virgenes en linfocitos T efectores y de memoriall. Mientras
gue las células virgenes se activan sobre todo en los 6rganos linfaticos, las células
efectoras diferenciadas pueden responder a los antigenos y actuar en cualquier

tejido®.

Los linfocitos T de la linea CD4 + secretan citocinas y expresan moléculas en la
superficie para activar a otras células del sistema inmune, los linfocitos T CD4 + se
clasifican en subpoblaciones de acuerdo con su perfil de citocinas y funcion (Tabla

1) 11,
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Tabla 1.Subpoblaciones de linfocitos T CD4 +17

Tipo celular Combaten Factor de diferenciacion  Citocinas secretadas

Bacterias intracelulares y

TH1 IL-12 IL-2 IFN-y
virus
TH2 Helmintos IL-4 IL-4, IL-5, IL-13
Bacterias extracelulares y
TH17 TGF-B, IL-6 IL-17, IL-6
hongos

Los linfocitos T CD8 + virgenes se activan cuando se les presenta un antigeno a
traves del MHC | y reciben las sefiales de citocinas provenientes de los linfocitos T
CD4 + cooperadores y CD4 + (g, estas ultimas también se conocen como linfocitos
T supresores debido a que se encargan de suprimir la activacion del sistema inmune

y asi mantener una homeostasis dentro del individuo®’.

Las citocinas secretadas por estos linfocitos T CD4 + generan que el linfocito T CD8
+ virgen se diferencie, ya sea a linfocito T CD8 + efector citotoxico (CTL) o de

memoria (Tabla 2)11.1819,

Tabla 2. Subpoblaciones de linfocitos T CD8 +18:19.20

Tipo Factor de Factores
Marcador
celular diferenciacion secretados

Perforina, granzima,

CTL CD8 +/CD3 +/CD25+/CD28-/CD27- IL-2, IL,12, INF-Y
INF-Y

Memoria CD8 +/CD45R0O+/ CD45Ra-/CD127+ IL-7, IL-15 Bcl-2, Bcl-X L, CD95
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CD8 +/CD45RA+/CD45RO-/CD28
Virgen IL-2, IL21 IL-2, IL-4
+/CD27+

Los linfocitos T citotéxicos (CTL) CD8 + reconocen y lisan células portadoras de
epitopos no autoseguros, como células infectadas por virus, tejidos injertados o
células tumorales. Sin embargo, también producen citocinas para activar a otras

células y generar una respuesta de inflamaciéont%1922,

Mientras que los linfocitos T CD8 + de memoria son de vida larga y se generan tras
la infeccion primaria, estas se encuentran circulando en el torrente sanguineo (3.75

— 22.80% células totales circulantes), para mediar infecciones sucesivast1921,

Aunque se han realizado estudios genéticos, fenotipicos y funcionales para evaluar
las vias de diferenciacion de los T CD8 + estos no se han entendido

completamente?®.

2.2.2. Sefales para la activacion de Linfocitos T

Los linfocitos T reconocen complejos péptido-MHC mostrados por las APC mediante
el TCR, sin embargo, excisten otras proteinas de superficie que también participan
en la activacién de los linfocitos T conocidos como coestimuladores. ElI complejo
formado por todas estas moeculas de superficie da inicio al proceso de activacion y

producen una cascada de sefializacion rio abajo!%?2.
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La via coestimuladora més conocida en la activacion de los linfocitos T es aquella
en donde interviene el receptor de superficie de los linfocitos T CD28, el CD28 es
una proteina transmembranal homodimérica de tipo | glicosilada inida a un disulfuro,
su eso es de 44kDa y se expresa en el 95% de los linfocitos CD4 vy
aproximadamente en el 50% de los linfocitos CD8 y sus ligandos naturales
pertenecen a la familia B7 (B7-1 (CD80); B7-2 (CD86)), los cuales se expresan en

la superficie de las APC (Figura 2)%°.

El CD28, ademas de su papel en el proceso de adhesion, también
participa transmitiendo sefiales de activacion!!. Todas las propiedades de
sefalizacion de CD28 se basan en motivos distintos dentro de sus colas
citoplasmaticas cortas que inician interacciones especificas proteina-proteina,
activando asi rio abajo cascadas de sefalizacion esenciales para las funciones
coestimuladoras de CD28 del TCRZ,

En ausencia de sefiales CD28, los linfocitos T virgenes no se pueden activar y caen
en un estado de falta de respuesta, conocido como anergia, que se caracteriza por

la incapacidad de producir interleucina IL-2, ocasionando que no proliferen?,

Por el contrario, el CD28 inducido por los anticuerpos agonistas o sus ligandos
naturales B7.1 / B7.2 reduce el umbral de activacion de las células T y conduce al
aumento de los eventos de sefalizacion de TCR necesarios para la produccion

eficiente de citocinas (a través de la actividad transcripcional aumentada y la
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estabilizacion del ARN mensajero), ciclo celular progresion, supervivencia,

regulacion del metabolismo y respuestas de células T?4.

Las sefiales coestimuladoras a traves del CD28 amplifican las vias de sefial que se
inducen a continuacién en el receptor del linfocito T y pueden generar sefiales
adicionales que cooperan con las sefales inducidas por el complejo TCR/CD3. La
PI3-cinasa se recluta en la cola citoplasmica del CD28, y este activa a su vez la
cinasa prosupervivencia Akt, asi como itk y PLC-y, que pueden desencadenar

sefiales de calcio (Figura 2B)?*.

El CD28 también puede contribuir a la activacion de la cinasa JNK MAP a través de

la proteina Rac y puede activar Ap-1 y amplificar la activacion de la via del NF-kB

(Figura 2B)*22.25,
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Figura 3. Papel del CD28y de los coestimuladores
en la activacion de los linfocitos T. A) EI CD28 junto
con el complejo formado por el TCR son
indispensables para una activacion eficiente de los
linfocitos T, generando asi la secrecién de citocinas
necesarias para su actividad efectora. B) CD28
amplifica las vias de sefializacion temprana y
ayuda a desencadenar una cascada de
sefializacion rio abajo junto con el TCR. Tras el
reconocimiento de los péptidos-complejos MHC
por el TCR presentados en la superficie por la APC,
Lck y Fyn fosforilan a CD3, y a las cadenas ¢ que
estan unidas a Zap-70. Zap-70 fosforila a LAT que
se une a PLCY1], lo que induce la activacion de
Ca?*/Calcineurina (CN), esta activa a NF-AT, asi
como a PKC8, el cual activa a CARMA1, seguido de
BCL10 y MALT1, el cual induce la activacion de NF-K8;
GRB2 que al estar unido a SOS y a VAV1 activa a Ras/ERK
y Rac/INK, los cuales activan a AP-1; GRB2 y VAV1
activan CD42/WASp/Arp2/3 generando la
remodelacion del citoesqueleto necesaria para formar
las balsas lipidicas. AP-1, NF-K8 y NF-AT trabajan en

conjunto para transactivar el promotor del gen de IL-2.



El resultado final de estas vias de transmision de sefiales es la mayor expresion de
proteinas antiapoptoticas, como Bcl-2 y Bcl-XI, que promueven la supervivencia de
los linfocitos T; la mayor actividad metabdlica de los linfocitos T; la mayor
proliferacién de los linfocitos T; la produccién de citocinas como la IL-2; y la

activacion de linfocitos T virgenes en células efectoras y de memoria (Figura 2)*1.

El CTL-4 que, a diferencia del CD28, se expresa s6lo de manera transitoria después
de la activacion de las células T, tiene la propiedad de bloquear la union del CD28
con su receptor, la consecuencia es una inhibicion de las células T al no recibir
sefales del CD28. La presencia diferencial de CD28 o CTL-4 favorece que el

linfocito se active o se inhibal1:23,

Se ha demostrado que otros receptores que pertenecen a la gran superfamilia del
receptor para el factor de necrosis tumoral (TNFR) y sus ligandos, que son
homologos al factor de necrosis tumoral (TNF), estimulan e inhiben a los linfocitos
T en diversas condiciones experimentales. Muchos de los receptores se expresan
en los linfocitos T activados y se cree que participan en el desarrollo, mantenimiento

y funciones de los linfocitos efectores?3.

El ligando para el CD40 (CD40L o CD154) es una proteina de membrana de la
superfamilia del TNF que se expresa sobre todo en los linfocitos T activados, vy el
CD40 es un miembro de la superfamilia del TNFR expresado en los linfocitos B, los

macrofagos y las células dendriticas. Las funciones del CD40 es el de captar
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citocinas humorales para la activacion de los macrogafos y mediar la presentacion

del antigeno 2.

Los linfocitos T cooperadores activados expresan el CD40L, que se une al CD40 en
la APC y la activa para hacerla méas potente, al aumentar su expresion de moléculas
B7 y la secrecion de citocinas como la IL-12, que promueven la diferenciacién del

linfocito T11.23,

Aunqgue en un principio las sefiales que actuan en la activacion de los linfocitos T
CD4 + y T CD8 + son las mismas, como lo es la participacion del CD28, la
fosfrilacion de Zap-70, el reconocimiento TCR al complejos del MHC, etc. Existen
diferencias significativas que distinguen a ambos, a continuacion nos enfocaremos
a revisar la via de activacion de los linfocitos T CD8 + y los productos generados

tras esta activacion?3.

2.2.3. Activacion de los linfocitos T CD8 +
Para que la activacion de las células T CD8 + virgenes pueda ocurrir estas tienen
gue encontrarse con las APC en los 6rganos linfoides secundarios para efectuar la

presentacion de antigenos mediante el MHC 126,

La via del MHC clase | para presentar el antigeno a los linfocitos T CD8 + requiere
gue los antigenos proteicos estén presentes en el citosol de las células infectadas

de modo que estas proteinas puedan degradarse en los proteasomas y puedan
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entrar en el reticulo endoplasmico a través del transportador TAP, ademas de que
la activacion completa de los linfocitos T CD8 + virgenes y su diferenciacion en CTL
funcionales y linfocitos de memoria requiere de la participacion de los linfocitos T
cooperadores CD4 +, ya que estos proporcionan segundas sefiales a los linfocitos

T CD8 +virgenes!t.

La importancia de los linfocitos T cooperadores se observé mediante experimentos
con ratones CD4 + KO que carecian de linfocitos T cooperadores. En estos ratones
algunas infecciones viricas no generaban CTL eficaces ni linfocitos T CD8 + de
memoria, por lo que se vio que los linfocitos T cooperadores y la produccion de IL-
21y la sefializacion rio abajo de las citocinas como IL-10 y TGF-f podian estimular

la activacion de los linfocitos T CD8 + efectores mediante varios mecanismos?’.

Estos mecanismos incluyen la expresion de diferentes citocinas para estimular a los
CDS8 + y la expresion del ligando de CD40 (CD40L), que puede unirse al CD40 en
las células dendriticas cargadas con el antigeno. Esta interaccién activa a las APC
para que sean mas eficientes estimulando la diferenciacion de los linfocitos T CD8
+, induciendo la expresion de coestimuladores, lo cual se conoce como concesion

de licencia a las APC11,

Existen diferentes tipos de citocinas que son fundamentales para la activacion,
diferenciacion y mantenimiento de los linfocitos T CD8 +, entre ellas se encuentran,

la IL-2 que promueve la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T CD8 + en
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CTL vy linfocitos memoria. La IL-2 junto con la familia de los IFN de tipo | son

necesarias para la diferenciacion de los CTL?8,

Otra citocina importante es la IL-15 que promueve la supervivencia de los linfocitos
T CD8 + de memoria, y se ha visto que IL-21 que es producida por los linfocitos T
cooperadores, promueve la induccion de los linfocitos T de memoria y evita que

ocurra el fenémeno de anergia en los CTL128,

Muchos miembros de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR)
como 4-1BB, CD27 y OX-40 son importantes sefales coestimuladoras para las
células T CD8 +. Otro miembro de la familia de los TNFR, la proteina relacionada
con el TNFR inducida por glucocorticoides (GITR), induce una sefal pro-
supervivencia a las células T CD8 + efectoras para promover la expansion de las

células T CDS8 +.

Por otra parte, MyD88, una molécula la cual es esencial para la mayoria de las
sefiales de TLR e IL-1 e IL-18, tiene un papel intrinseco en la expansion y
supervivencia en las células T CD8 +. La sefializacién de TLR2 en las células T CD8
+ induce la activacién de la rapamicina (MTOR) en los mamiferos, lo que a su vez

promueve la transcripcion de T-bet y de genes citoliticos efectores?®.

Ademas de la participacion de proteinas de membrana y moléculas coestimuladoras

para que los linfocitos T tengan una correcta activacion se necesita de la
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reorganizacion de la membrana celular de estos y el recambio de glicolipidos dentro
de la membrana para la formacion de balsas lipidicas, las cuales ayudaran a una

activacion eficaz y adecuada’29%0,

2.3. Glicolipidos

Los glicolipidos son lipidos unidos covalentemente a carbohidratos, dependiendo
del glicolipido la cadena glucida puede contener de 1 a 7 monomeros de
monosacaridos diferentes, carecen de grupos fosfato y se encuentran embebidos
en la membrana celular. Los glicolipidos méas abundantes en los mamiferos son los

GSL3.

Los GSL se localizan en las membranas celulares de los organismos desde las
bacterias hasta los seres humanos, y son los principales glicanos de cerebro de los
vertebrados, donde mas de 80% de los glicoconjugados son glicolipidos. Los
glicoesfingolipidos de inositol (GPI), forman parte de una familia distinta de
glicolipidos que pueden unirse covalentemente a las proteinas y funcionan como
anclas de membrana. Otra clase de glicolipidos animales son los glicoglicerolipidos,

gue se caracterizan por tener glicanos ligados hidroxilo del C-3 del diacilglicerol®.

El primer GSL que se caracteriz6 estructuralmente fue la galactosil-ceramida
(GalCer), que es el mas simple de los glicolipidos y también una de las moléculas

mas abundantes en el cerebro. Se compone de un Unico residuo de galactosa con
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un enlace glicosidico al grupo hidroxilo localizado en el C-1 de un residuo lipidico
de ceramida. Sin embargo, las variaciones de uniones a la ceramida afaden

diversidad a las estructuras de glicoesfingolipidos®.

Los primeros carbohidratos ligados a ceramida en los animales superiores son
galactosa para generar galactosilceramida (GalCer) o glucosa para generar

glucosilceramida (GlcCer) 2.

Los glicoesfingolipidos se subclasifican como neutros (sin carbohidratos cargados
0 grupos ionicos), sialilados (que tiene uno o mas residuos de acido sialico), o

sulfatados. Los glicoesfingolipidos sialilados son conocidos como gangliésidos?.

2.3.1. Gangliésidos
Los GGs son GSL sialilados que se expresan mayoritariamente en el sistema
nervioso, sin embargo, también se encuentran en el exterior de la membrana

plasmatica de diversas células de vertebrados, incluyendo los linfocitos3.

Los niveles de expresion de los gangliésidos cerebrales son conocidos por cambiar
drasticamente durante el desarrollo y se podria inferir que lo mismo ocurre con otros

tipos celulares®!.

En las células, los GGs se encuentran principalmente, pero no exclusivamente, en

la parte exterior de la membrana plasmatica. Los GGs, junto con la esfingomielina
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y el colesterol son componentes integrales de microdominios de la superficie celular,
que participan en el reconocimiento célula-célula, adhesion, y transduccion de

sefales®2.

Estudios recientes se han demostrado que los gangliésidos estan presentes en las
membranas nucleares, y ha propuesto que juegan un papel importante en la
modulacion de la homeostasis de calcio intracelular e intranuclear y la consiguiente

funcion celulars? 33,

Hasta ahora, se han identificado 188 gangliésidos con diferentes estructuras de
carbohidratos en vertebrados. La complejidad estructural molecular aumenta de
forma mudltiple si se considera la heterogeneidad en los componentes lipofilicos.
Esta complejidad se puede lograr gracias a la adicion de cadenas de N-
acetilgalactosamina (GalNAc) y Sia, lo que da como resultado varias series de

gangliésidos (Figura 3) 3.
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2.3.2. Biosintesis de los gangliésidos

Los glicoesfingolipidos de los cuales estan formados estos ganglibésidos se
sintetizan principalmente en el reticulo endoplasmico y se terminan de modificar en
el aparato de Golgi mediante la adicién secuencial de carbohidratos adicionales a

la molécula lipidica aceptora existente3!.

La reaccion es catalizada por una serie de glicosiltransferasas especificas. Con la
excepcion de GM4, que se deriva de galactosilceramida (GalCer), la mayoria de los
gangliésidos se sintetizan a partir de lactosilceramida (LacCer). En este trabajo solo

se explicara la serie de gangliésidos sintetizados a partir de este ultimo precursor3!.

El primer paso para la biosintesis de los gangliésidos es la transferencia de un
residuo de glucosa en una ceramida (Cer) por la B-glucosiltransfersa (GlcCer
sintasa), el siguiente paso es la conversion de la glucosilceramida (GlcCer) en
LacCer mediante la GlcCerp1,4-galactosil transferasa (LacCer sintasa) que
incorpora un residuo de Gal proveniente de una UDP-Gal, este paso genera el

primer gangliésido de la serie “0” 3L.

Posteriormente, se realiza la transferencia del primer residuo de acido sialico
donado por el CMP-Sia a la LacCer, esta transferencia esta catalizada por la ST3Gal
V (GM3 sintasa), sintetizando asi el GM3, a continuacién, se realiza una adicion de
Sia, la cual es catalizada por la ST8Sia | (GD3 sintasa) y la ST8Sia V (GT3 sintasa),

para asi sintetizar los GGs GD3 y GT3 respectivamente 3.
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Estas tranferasas pertenecen a una familia de saliltransfersas especificas cada una
de estas tiene alta especificidad por sustratos de glicolipidos especificos,
dependiendo de la sialiltransfersa que catalice la adicién del &cido sialico se van a
formar los siguientes gangliésidos involucrados en la serie “a’, “b” y “c”

respectivamente. Se conoce que la ST3Gal V Unicamente se activa cuando

reconoce a LacCer (Figura 3)31:34,

Durante la biosintesis de los gangliosidos no solo se aflade el acido sialico a las
distintas series, también se agregan otro tipo de carbohidratos como es la N-acetil
galactosamina (GalNAc) orquestado por la 1,4 N-acetilgalactosamida transferasa
| (GM2/GD2 Sintasa) o la galactosa (Gal) mediada por la 31,3 galactosiltransfersa
IV (GM1a/GD1b sintasa). En la tabla 3 se muestran todas las sintasas involucradas

en la biosintesis de los gangliésidos°36:37,
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Tabla 3: Sintasas participantes en la biosintesis de los gangliésidos®®

GEN NOMBRE COMUN
UGCG GlcCer sintasa
B4GALT6 LacCer sinsatsa
ST3GAL5 GM3 sintasa
ST8SIA1 GD3 sintasa
ST8SIA5 GT3 sintasa
BAGALNACT1 GM2/GD2 sintasa
ST3GAL2 ST3GAL Il
ST6GAINAC3 ST6GalNac i
ST6GALNACS ST6GalNac V

2.3.3. Los gangliésidos en

sefalizacion

PRINCIPAL ACEPTOR

Ceramida

Glucosilceramida

Lactosilceramida

GM3, GD3

GD3, GM1b, GD1a, GT1b

Ga3, GM3, GD3, GT3

Galpl-3GalNAcc-R

Neu5Aca2-3Galpl-3GalNac-R

Neu5Aca2-3Galpfl-3GalNAc-R

las balsas

ESTRUCTURA SINTETIZADA

GlcCer

LacCer

GM3

GD3, GD2, GD1», GT1s, GQ1c

GT3, GT2, GT1;, GQ1c, GP1c

GM2, GD2, GT2

GM1s, GD1a, GT1s, GQ1c

GD1q, GT1ag, Gleu

GD1q, GT1ag, Gleu

lipidicas pueden controlar la

Se sabe que los gangliésidos se encuentran mayoritariamente en el exterior de la

membrana plasmatica,

esencialmente formando parte de micro dominios

enriquecidos con glucolipidos (GEM). Estos dominios se caracterizan por ser

resistentes a detergentes. Junto con el colesterol, los esfingolipidos y fosfolipidos,

los gangliésidos le proporcionan una estructura determinada a la membrana y el

cambio cuantitativo y de calidad de los ganglésidos pueden dar modificaciones a la

estructura y plasticidad de la membrana, pero mas significativamente puede afectar

la estructura y funcién de los GEM s,
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Dentro de estos GEM’s se han localizado gran variedad de receptores en diversas
lineas celulares, por lo que se ha reportado que el rol de los GEM’s asociados a los
gangliésidos es la regulacién de las cascadas de sefalizacion dependiendo el

estadio de la célula®.

En los linfocitos T se sabe que para que ocurra una correcta activacion se debe de
orquestar un gran conjunto de moléculas alrededor del TCR, formando un complejo
supramolecular (SMAC’s), y estudios recientes han demostrado que las balsas
lipidicas estan involucradas en la reorganizacion de este complejo SMAC formando

micro dominios especificos®.

En las células T en reposos los micro dominios estas enriquecidos en la zona donde
se encuentran las cinasas Src, Lyn, Fyn y LAT, el co-receptor CD4 se observa en
una fraccion de balsa lipidica menos extendida y CD3 y las cadenas ¢ se

encuentran asociadas en una minima parte a un micro dominio (Figura4) .

La activacién del linfocito T genera la activacion de la cinasa Scr y que cerca de la
balsa se acumulen una nueva serie de substratos de tirosin-cinasa fosforilados,
incluyendo las moléculas hiperfosforiladas p22 y CD3¢, la forma activa de ZAP 70

y la fosfolipasa C Y1 (PLCY1) (Figura 4) °.
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Aun es controversial si estos SMAC’s son ricos en glicolipidos como lo son los
GEM’s y si en realidad son esenciales para la correcta activacion de las células T,

y si esto ocurre de igual manera en las células T CD4 + que en las T CD8 +%°,

TRC-CD3 TRC-CD3

cDs

u cD28

Balsas lipidicas

Figura 6. Esquema de la posible funcién de las balsas lipidicas en los linfocitos T al momento de activarse

2.3.4. Participacion de los gangliosidos en la activacion de los linfocitos
Como ya se ha venido diciendo a lo largo de este escrito la diferenciacién y
activacion del linfocito esta acompafiada de la remodelacién programada de

glicanos de superficie celular, glicoproteinas y glicolipidos=°.
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Se sabe que uno de los principales eventos que ocurren para que se pueda generar
la activacion de los linfocitos T es la formacion de micro dominios especializados en

la membrana celular o balsas lipidicas®°.

En los linfocitos T, las balsas lipidicas estan implicadas en la sefalizacién del
receptor del antigeno de las células T (TCR) y en la localizacién y funcion de las
proteinas que se encuentran préximas al receptor, tales como los correceptores
CD4 y CD8, las cinasas de la familia Src Lck y Fyn, el adaptador transmembrana

para la activacion de las células T (LAT) y la proteina quinasa C8 404142,

Se cree que la heterogeneidad de los GSL contribuye a la compartimentalizacion de
las proteinas de la membrana en las células T en reposo y activadas, dentro de

estos GSL estan los gangliésidos.4%43,

Se sabe que los gangliésidos participan en la remodelacion de la membrana celular
formando clusters o microdominios, pero esta remodelacién de estos GSL sialilados
no ocurre igual en linfocitos T CD4 + y CD8 +. Por ejemplo el clustering del TCR
inducido por los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 necesita de la polarizacion del
gangliésido GM1 en linfocitos T CD4 + de raton, pero no es necesario en los

linfocitos T CD8 + de raton?°.

Esto se sabe debido a un experimento que se realizo en ratones KO, donde se

inactivaron los genes de las sintasas GM3 sintasa y GM2/GD2 sintasas, Yy
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posteriormente se midio la proliferacion de los linfocitos T CD4 +y T CD8 + durante
su activacion, mostrando que los linfocitos T CD4 + bajaban su proliferacion en
ausencia de la GM3 sintasa, mientra que los linfocitos T CD8 + no se veian
afectados. En contraste los linfociots T CD8 + disminuian su proliferacion cuando la

GM2/GD2 sintasa no estaba presente “°.

Adicional a esto se realiz6 un experimento de rescate en donde se agregaron
diferentes GG’s de la serie-a para observar si se podia recuperar la proliferacion en
los linfocitos deficientes de dicha serie. Se observé que al agregar el gangliésido
GM1a se recuperaba la proliferacion en los linfocitos T CD4 + de raton, mientra que
al agregar el gangliésido GM1b se observaba un rescate de la proliferacion de los

linfocitos T CD8 + de raton (Figura 5) “°.

Con esto se puede conluir que en los linfocitos T CD4 + de raton la GM3 sintasa es
importante para que estos tengan una correcta activacion y que el gangliésido GM1a
puede estar jugando un papel importante. Mientras que en los linfocitos T CD8 + de
raton las GM2/GD2 sintasa es importante en el proceso de activacion y que el

gangliésido GM1b podriaestar involucrado en dicho proceso.
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EwT EaMasko [ am2/GD2S Ko
cD4T CcDS8T

Proliferation

i et 4 | A St ndetiat e !
Mone GM1a GM1b GD1b Neone GM1a GM1b GD1b

Figura 8. Activacion de las células T CD4 +y CD8 +, tras la estimulacion mediada por TCR. Los linfocitos
T CD4 +y CD8 + WT (gris), GM3S inactivados (rojo) y GM2/GD2S inactivados (verde) de raton fueron
estimulados con anticuerpo anti-CD3 mas anticuerpo anti CD28 en presencia o ausencia del gangliésido

indicado y se midié su proliferacion*s.

Por otra parte, se ha observado que los linfocitos T CD4 + virgenes humanos tienen
una expresion basal del gangliésido GD3, y cuando estos son activados comienza
una expresion de novo de GD2 (Figura 6A, B), el cual se encuentra colocalizando

con el TCR&,.

El silenciamiento de la GM2/GD2 sintasa, mostro una reduccion en la proliferacion
post-activacion y una baja expresion de IL-2, lo que se considera como una

activacion ineficiente (Figura 6C) &.

Este hecho aun no ha sido estudiado en los T CD8 + humanos. Sin embargo, se
puede plantear que el ganglidsido GD2 podria influenciar en la activacion de dichos
linfocitos. Ya que se ha reportado que el silenciamiento de la GM2/GD2 sintasa

causa el mismo efecto en los linfocitos T CD8 + de raton.
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Indirectamente se puede asumir que este es un efecto de la disminucion de la
expresion de GD2 aunque no se puede descartar la influencia de otros gangliésidos

cuya sintesis esta determinada por la GD2 sintasa®4.

somemennss IgG23

A Resting Activated ity el B ooz
Activated Resling Activated Resting Activated
= - o
- i I i ::.‘ ] :ﬂ 5 “‘: ':
24h " o 5 b &0 o r o E
bt SN EIETROR B e a0 s “ wf
1m0 il w " i
: ~ - il B : s
W W ot et e W wl T
b 1 as | "o 04 o [ = 100° =
o - % " & " .
48h 3 * - b= o w - e @
[P o - 48h @ . =
o . ® L - w7 -
. . * ol » »
W et e w? e w o' et w® ot et ned et q.n" || 5 .P' 0. ol [}
OB
(LS ey 150 e = 1ok 100 ] wo’
o - i, &l . " i
e - | |
72h | 4 - 2w - : : |
w0 A ™ |
w _ ; TR . : |
W Wt e o B L My ) o] of
PR R ;
GD3 - GD2
HiL-2 OIL-2R
0
]
2 5!
<
© it
= 2-2
o Q
o i
£ -4
=5
mock GM2/GD2 Synthase

shRNA shRNA

Figura 10. Expresion de los gangliésidos GD3 y GD2 en diferentes tiempos post-activacion en linfocitos
T CD4 + virgenes. A) Muestra la expresion del gangliésido GD3 a 24,48 y 72h de activacion en los
linfocitos T CD4 + virgenes. B) Ocurre una neoexpresion del gangliésido GD2 después 24h de activacion
en los linfocitos T CD4 + virgenes. C)Se realizé un inactivados de la GM2/GD2 sintasa y se midio la
expresion del receptor de IL-2 (IL-2R) junto con la expresion de IL-2 para observar la proliferacion celular

una vez que se activaron los linfocitos T CD4+ virgenes®.
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3. Hipotesis:

La activacion del linfocito T CD8 + humano incrementa la expresion de los

gangliésidos GD2 y GD3.

3.1. Objetivos Generales:
Determinar el perfil de expresion de la serie-b de ganglioésidos en linfocitos T CD8 +

humanos, en condiciones de reposo y activacion.

3.2. Objetivos Particulares:

e Lograr estandarizar las condiciones e cultivo y de activacion mediante los
anticuerpos anti-CD3 + y CD28 + en los linfocitos T CD8 + humanos.

e Evaluar la expresion en membrana del gangliosido GD3 y GD2 mediante el uso
de anticuerpos monoclonales especificos.

e Evaluar la expresion de la glicosiltransferasa GM2/GD2 sintasa, responsable de
la sintesis del gangliosido GD?2.

e Identificar la localizacion de los ganglidsidos expresados y su colocalizacion con

el TCR.
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4. METODOLOGIA

4.1. Estrategia metodoldgica

Purificaciéon

Activacion

Citometria de flujo

PCR - Tiempo Real

Microscopia Confocal

-39 -

*Estandarizacion de la purificacién y aislamiento
de linfocitos T CD8 + mediante un seleccioon
negativa

*Activacion de linfocitos T CD8 + humanos
totales mediante el uso de anticuerpos
CD3/CD28

*Medicion de la expresion de los gangliésidos
GD3, GD2, GD1b y GT1b en los linfocitos T
CD8+ humanos en reposo Yy activados mediante
una cinetica de tiempo

*Analisis de PCR - Tiempo real de la GM2/GD2

sintasa, responsable de la sintesis del
gangliésido GD2 hadiferentes tiempos de
ativacion

*Observar la localizacion del gangliésido GD2
expresado por los linfocitos T CD8 + humanos
en reposo Yy pot-activacion mediante una
cinetica de tiempo



4.1.2. Anticuerpos

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para Inmunotincién de citometria de flujo y microscopia confocal.

AB PRIMARIO DETECCION CONCENTRACION AB SECUNDARIO CONCENTRACION

Anti-GD3 humano - (R24

GD3 5ug/mL FITC lug/ml
abcam)
Anti-GD2 humano
GD2 5pg/mL Alexa 647 0.5ug/ml
(14G2a abcam)
Anti-GD1b humano
GD1b 0.5pug/mL Alexa 647 0.5ug/ml
(A2508 TCI)
Anti-GT1b humano
GT1lb 0.5pug/mL FITC lug/ml
(MAB5608 Millipore)
Anti-CD8 humano (sk1
CDS8 + 2ug/mL PE N/A
biolegend)
Anti-CD8 humano (Hit3a) CD8 + N/A PE N/A
Anti-CD69 humano
CD69 0.5 pg/mL PE N/A
(FN50)
Anti-TCR Alpha
TCR 20 pg/mL Texas Red 0.5 pg/mL

(ab18861 abcam)
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4.2. Purificacion de PBMC’s

Se toman 4ml de sangre proviniente de un paquete leucocitario de un individuo sano
masculino de entre 20 y 40 afios y se diluyen en una concentracion 1:1 en solucion
salina PBS 1- EDTA 2mM (PH: 7.4) estéril, posteriormente se usa una solucion de
sucrosa Histopaque ®-1077 (Sigma Aldrich) para generar un gradiente de densidad
centrifugando 30 min a 1500rpm a una temperatura de 22°C, después de la
centrifugacion de 30 min se toma el anillo de células mononucleares de sangre
periférica (PMBC’s) que se formd y se lava X3 con la solucion salina PBS 1- EDTA
2mM durante 10 min a 250G’s y por ultimo las PMBC’s lavadas se resuspenden en
10 ml de medio RPMI Advance 1640 con 3% de Suero Fetal Bovino (SFB) y 1% de
antibidtico estreptomicina y se ponen en una caja de cultivo T-75 (Corning Costal™)

en la incubadora a 37°C con un 5% de CO2.

4.3. Purificacion de Linfocitos T CDS8 +

A patrtir de las PMBC's se sigue el protocolo del Kit MACS de aislamiento mediante
selccidn negativa de linfocitos T CD8 + totales (Miltenyi™) , donde se incuban las
PMBC’s con anticuerpos especificos (10 pL por cada 10 celulas) los cuales se unen
a todo el grupo de celulas mononucleares, exceptuando a los linfocitos T CD8 +y
se deja incubando 5 min a 4°C, posterirmente las PMBC’s se incuban por 10 mina
a 4°C con perlas de separacion magneticas (20 puL por cada 107 celulas) las cuales

se uniran a las anticuerpos del primer paso.
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Se realizo un lavado con buffer MAC’s después de la incubaciéon de las perlas
magneticas de separacion, llevando a las células a un volumen final de 500 pL y
centrifugando a 250 G’s por 10 min a 4°C. Posterirmente se decanto el
sobrenadante y se agregaron 500 pL de buffer MAC’s, para despues pasar las

celulas por una columna de separacién previamente lavada.

Para el andlisis de pureza de la poblacién aislada, se realizé una incubacion con
anticuerpos anti-CD8 humano conjugado a fluorescencia (sk1 biolegend™) con las
concentraciones que se muestra en la tabla 2, la muestra se prepar6 como se

comenta en el apartado 3.5 para realizar una citometria de flujo.

4.4. Activacion de Linfocitos T CDS8 +

La activacion de los linfocitos T CD8 + se realizé mediante el uso de anticuerpos
anti CD3/CD28 humano. En una placa de 24 pozos se lavd X3 con PBS,
posteriormente se agregd en cada pozo 500 yuL de PBS y 1 ug/mL de anticuerpo
anti-CD3 humano OKt3 (biolegend™) y se dej6 incubando a 38°C con 5% de CO2
durante 2 h, posteriormente se retira el PBS con el anticuerpo y se lava X3. Se
agregan 500uL de medio con linfocitos T en una concentracion aproximada de
2X10° celulas/mL, después se agrega 0.5ug/mL del anticuerpo anti-CD28 humano
CD28.2 (eBioscience™) y se deja incubando segun la cinética de activacion a

utilizar (1,3,6 y 12h 0 24,48 y 72h).
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4.5. Citometria de Flujo de los gangliésidos

Los linfocitos T CD8 + totales y fueron lavadas 2 veces con 150 pL de PBS 1( NacCl
138mM, KCI 3 mM, NaxHPO4 8.1 mM, KH2PO4 1.5 mM en 1L de agua destilada) a
una centrifugacion de 1500rpm durante 5 min a una temperatura de 4°C vy fijadas

con paraformaldehido (PFA) 4% durante 20 min.

Las células fueron distribuidas para su tincion en una placa de fondo redondo de 96
pozos (Corning Costal™). Posteriormente las células fueron lavadas 2X con 150 pL
de PBS, posteriormente se les coloco 50 pL del anticuerpo primario en las
concentraciones que se muestra en la tabla 2 y se dejaron incubando a 4°C durante
una hora, en caso de que el anticuerpo primario estuviera acoplado a un fluoroforo
solo se incubo por 40 min. Las células volvieron a ser lavadas 2X con 150 pL de
PBS, para después agregarles 50 pL del anticuerpo secundario en las
concentraciones que se ve en la tabla 2 y se dejaron incubando a 4°C durante media
hora. Se realizaron otros 2 lavados de 150 yL con PBS para posteriormente pasar
cada una de las muestras que contenian los pozos a tubos de citometria para hacer
el analisis en un citbmetro de flujo FACScannto 1I™, donde se pasaron cinco mil

eventos por muestra.
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4.6. Anélisis de la BGal4lT sintasa mediante PCR-Tiempo Real

Los linfocitos T CD8 + humanos totales con diferentes tiempos de activacion (3,6,12
y 24h) fueron procesados mediante el protocolo de TRIzol® reagent (ambient by
technology), para la extraccibn de RNA y posteriormente ser procesado para
generar cDNA mediante el protocolo del kit Maxima H Minus Reverse
Transcriptase® (Thermo Scientific), a continuacion, se realizé una qPCR siguiendo
el protocolo de kit SYBR green gPCR master mixes (Thermo Scientific) utilizando
los oligos: 5’AGTGGTGGACTTGCCCGAAT 3 sentido y
5" GCCAGAACACAGGTGTCGTGAA 3’ antisentido para el gen housekeeping EF1-
ay 5 GGTCAGGAGGTATACCAG GT 3" sentidoy 5" GCTGACAAGGGTGAGATC
TG 3" anisentido para el gen BGal41T, utilizando 1uL de cDNA para la reaccion. Los
ciclos de reaccion se realizaron bajo los siguientes parametros: 1) desnaturalizacion
inicial de 95 ° C durante 10 min, 2) desnaturalizacion 95 ° C durante 15 s y 3)
apareamiento a 60 °C durante 60 s. Los resultados fueron analizados mediante el
método AACq. Las determinaciones se realizaron por triplicado para confirmar

la reproducibilidad.

4.7. Andlisis de inmunofluorescencia mediante microscopia confocal

Los linfocitos T CD8 + totales con diferentes condiciones experimentales (3,6,12 h
post activacion) fueron tefiidos con el anticuerpo anti-GD2 14G2a y anti-TCR Alpha
para observar la localizacion del gangliésido GD2 y TCR, respectivamente, en las

células con las diferentes condiciones.
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Después de la purificacion y de la activacion de los linfocitos T CD8 + humanos, las
células fueron colectadas de cultivo y lavadas con PBS, posteriormente fueron
fijadas con PFA 4% por 20 min y se dejaron incubando toda la noche a 4°C con el

anticuerpo anti-GD2 14G2a.

Posteriormente las células fueron lavadas 3X con PBS y se dejaron incubando 2 h
a 4°C con el anticuerpo secundario Alexa 647. Se volvieron a hacer 3 lavados con
PBS y se realizo una incubacion de 2 h con el anticuerpo anti-TCR Alpha a 4°C. A
continuacion, se realizron 3 lavados con PBS y se incuba el anticuerpo secundario
Texas Red durante 1hr a 4°C y por ultimo se realizaron otros 3 lavados con PBS y
se incubd 15 min el anticuerpo DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) a 4°C, final mente
se hacen 3 lavados con PBS y se mont6 la muestra en un porta objetos con 5% de
glicerol. Posteriormente esta muestra se analizO en el microscopio confocal
Olympus FV1000 Multi-fotonico y las imagenes fueron procesadas con el software

Fiji.

=45 -



5. RESULTADOS

5.1. Verificacién de purezay activacion de los linfocitos T CD8 + humanos
totales
Se realiz6 una purificacion de sangre para obtener PMBC’s siguiendo el protocolo
de sucrosa Histopaque ®-1077 (Sigma Aldrich), y posteriormente una purificacién
de PMBC’s para obtener linfocitos T CD8 + totales, los cuales fueron sembrados en
placas de 24 pozos. A continuacion, fueron sometidos a condiciones de reposo
(control) y activacion mediante la adicion de 1ug/mL de anticuerpo anti-CD3 humano
OKT3y 0.5ug/mL del anticuerpo anti-CD28 humano clona CD28.2 (eBioscience™)

y se dejaron incubando a diferentes tiempos (12,24,48 'y 72 h).

A continuacidn, las celulas fueron tefiidas con el anticuerpo anti-CD8 + clona SK1
(biolegend) para corroborar mediante citometria de flujo el porcentaje de linfocitos
T CD8 + humanos totales. Se observa en la figura 7A que se obtuvo una pureza

maxima de 90% (inmediatamente depues de la purificacion).

Posterirmente, en la grafica de la Figura 7B se muestran las celulas 12 h en cultivo
y se observa un decremento en la pureza de las celulas activadas, esto es debido
a que el receptor CD8 + se endocita despues de la activacion. Esas mismas células
fueron tefiidas con el anticuerpo anti-CD69 (FN50), el cual es un marcador de
activacién temprana, y que nos ayuda a determinar el porcentaje de células que se

activaron después de la incubacién con los anticuerpos anti CD3 + clona OKT3 y
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anti CD28 + clona CD28.2. En la figura 7B, se puede observar que se alcanzé a las
12 h post-activacion un 60% de células positivas para CD69+, también se
comprobaron las agregaciones de las células activadas mediante microscopia
(Figura suplementaria 1).
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Figura 12. Comprobacion de la pureza y activacion de los linfocitos T CD8 +. A) Citometria de flujo de los
linfocitos T CD8 + después de la purificacion, muestra un 90% de pureza, la cual se midié mediante la tincion del
anticuerpo anti-CD8+ (SK1). B) Grafica de los linfocitos T CD8 + en reposo y activados después de 12 h en
cultivo. La pureza se midié con un anticuerpo anti-CD8+ y la activacién con un anti cuerpo anti-CD69 (activacion

temprana). Los datos son la media + S.D. de 6 experimentos independientes.
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5.2. Caracterizacion de gangliésidos post-activacion
Una vez comprobada la pureza de los linfocitos T CD8 + totales humanos, estos
fueron sembrados en cajas de 24 pozos en donde fueron inducidos en condiciones

de reposo o de activacion.

Una vez cumplido el tiempo de activacion los linfocitos T CD8 + totales (12, 24, 48
y 72 h) fueron tefiidos conforme a la metodologia del apartado de 4.5, en donde se
utilizaron los anticuerpos anti-GD3 (R24), anti-GD2 (14G2a), anti-GD1b (A2508) y
anti-GT1b (MAB5608). Posteriormente, fueron analizados mediante citometria de

flujo (BD FACSCanto™) observando lo siguiente:

e Ocurridé, en comparacion de las celulas en reposo una disminucién del
porcentaje de células positivas para el gangliésido GD3 en los linfocitos T CD8

+ humanos totales activadas 12, 24 y 72 (Figura 8A).

e Con respecto al gangliosido GD2, en los linfocitos T CD8 + 12 h post-activacion
se observa una neoxpresion de este gangliésido en un 50% del total de las
celulas, en comparacion con los linfocitos T CD8 + en reposo (dato significativo,
p<0.05) (Figura 8A). Sin embargo, conforme pasa el tiempo la expresion del

gangliésido GD2 va disminuyendo.

e En las células tefiidas para el gangliosido GD1b no se observa en nigun tiempo

alguna diferencia significativa entre las células activadas y en reposo.
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e Para linfocitos T CD8 + humanos totales tefiidos para el gangliésido GT1b se
observa un incremento significativo a las 24 horas post-activacion en las células
activadas en comparacion con las células en reposo (Figura 8A). En los tiempo
posteriores no se logro realizar una replica del experimento, por lo que no se

realizo una estaditica para observar significancia .

Para analizar la Intensidad media de florescencia (IMF) se realiz6 un analisis de
valor relativo del estimulo (células estimuladas/células en reposo) para eliminar el
error de medicion entre cada replica, por lo que si el valor es igual a 1 significa que
no hubo cambio en la expresion del gangliosido, >1 la IMF de las células activadas
aumento con respecto a las células en reposo, y <1 en la IMF de las células

activadas disminuyo6 con respecto a las activadas (Figura 8B).

Siguiendo este analisis no se observa algun cambio significativo en la IMF de las
células activadas con respecto a los linfocitos T CD8 + humanos totales en el
gangliésido GD3. Sin embargo, en los linfocitos T CD8 + humanos totales activados
se ve un aumento significativo de la IMF en el gangliésido GD2 en comparacién con

las células en reposo, a las 12, 24 y 48 h (Figura 8B).

En la IMF del gangliésido GD1b en los linfocitos T CD8 + humanos no se ve alguna

diferencia significativa, mientras que en la IMF de las células teflidas para GT1b se
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observa un aumento a las 12 y 72 h post-activacion en los linfocitos T CD8 +

humanos totales en comparacion con los linfocitos en reposo (Figura 8B).
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Figura 14. Caracterizacion de la serie “b” de gangliésidos en linfocitos T CD8 +. A) Porcentaje de células
positivas para los diferentes ganglidsidos de la serie “b” a 12, 24, 48 y 72 h en reposo y post-activacion. El
andlisis se realizé mediante el método de ANOVA de 2 vias con una p<0.05, los datos son la media + D.S. de
6 experimentos independientes B) Valor relativo del estimulo (células activadas/ células en reposo) de la IMF
de los diferentes ganglidsidos de la serie “b” a 12, 24, 48 y 77 h en reposo y post-activacion. El analisis de la
gréfica se realiz6 mediante la prueba de ANOVA de 2 vias con una p<0.05, los datos son la media £ S.D. de 6

experimentos independientes
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5.3. Sobre expresién de la sintasa B-Gal41T a las 6h post-activacion

Posteriormente, se quiso analizar la expresion de la sintasa encargada de sintetizar
el gangliésido GD2 en horas tempranas de activacion, para asi saber si esta se
encontraba expresada de manera basal en los linfocitos T CD8 + humanos totales
y Si su expresion aumentaba con la activacion como ocurre con los linfocitos T CD4

+ humanossé.

Se aislaron PMBC’s a partir de sangre periférica humana (Buffy Coat de individuo
masculino sano) y posteriormente se procedio a la purificacion con el Kit MACS de
aislamiento de linfocitos T CD8 + totales (Miltenyi™) para adquirir linfocitos T CD8
+, los cuales, posterirmente fueron activados con el protocolo antes mencionado y

colectados a 3, 6, 12 y 24 h post-activacion.

Al finalizar cada uno de los tiempos de activacion, los linfocitos fueron procesados
mediante el protocolo de extraccién de RNA de TRIzol® Reagent, posteriormente se
uso el Kit Maxima H Minus Reverse Transcriptase® para la obtencién de cDNA de
los linfocitos T CD8 + totales humanos a los cuales se les realizé una qPCR para
medir la expresion del gen codificante para la enzima [1,4-N-acetil-galactosil-
transferasa (GM2/GD2 sintasa), encargada de sintetizar el gangliésido GD2

mediante la metodologia de SYBR-green.

Se observd que la expresion de BAGALT1 se encuentra de forma basal en las

celulas en reposo y permanece de esa forma durante las primeras 3 h post-
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activacion. Sin embargo, a las 6 h la expresion disminuye por la mitad

aproximadamente.

Posterirmente, a las 12 h post-activacion esta expresion incrementa al doble en

comparacion con el nivel basal y se mantiene asi durante las 24 h post-activacion

(Figura 9).

Fold Change

GM2/GD2 sintasa

*

° i} Bl o
44 B :3n
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B 24n
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Figura 16. Expresion de la GM2/GD2 sintasa analizada mediante gPCR, la expresién de BAGALT1 en

los linfocitos T CD8+ humanos totales se ve disminuida a las 6 h post-activacion (verde), este dato es

significativo al compararlo con las 12 y 24 h post-activacion (morado y naranja respectivamente), debido

a que es cuando se ve un mayor incremento en la expresion de la BAGALTL. Se realiz6 un analisis de

ANOVA de una via con multiple comparacion con una N=3 + S.D y un p<0.05.
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5.7. Localizacion del gangliésido GD2 en los linfocitos T CD8 + humanos
totales

Para observar si existe una colocalizacion entre el TCR y el gangliésido GD2 cuando
los linfocitos T CD8 + se activan al igual que con los linfocitos T CD4 + virgenes se
realiz6 una inmunotincion en los linfocitos T CD8 + humanos totales en estado de
reposo a 3, 6, 12 y 24 h post-activacion, en donde se utilizé Dapi (4 ',6-diamidino-2-
fenilindol), para observar el nacleo de la célula, el anticuerpo anti-GD2 clona 14g2a
para observar el gangliésido GD2 y el anticuerpo anti-TCR Alpha para observar el

TCR.

Se encontrd que en las células T CD8 + en reposo el TCR se ubica en la periferia
de la celula y que, no tenian la presencia de GD2 (Figura 10A). En los linfocitos
activados el TCR se encuentra polarizado en la célula formando un cluster, mientras
gue se observa la presencia del gangliosido GD2 distribuido por toda la célula

(Figura 10A).

A las 6h en cultivo las células en reposo muestran el TCR distribuido por toda la
célula, mientras que no se observa presencia de GD2, en las células 6 h post-
activacién se sigue observando la polarizacion del TCR en la célula activada
formando clusters mas disgregados y el gangliésido GD2 comienza una polarizacion

hacia el TCR (Figura 10B).
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Posteriormente podemos observar a 12 h en las células en reposo el mismo patron
mostrado en las células de 3y 6 h en reposo, mientras que en las células 12 h post-
activacion se observa la polarizacion total del GD2 con el cluster del TCR, sin
embargo, estos no llegan a colocalizar como se habia observado en lis linfocitos T

CD4 + virgenes humanos (Figura 10C).
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Figura 18. Caracterizacion del gangliésido GD2 con respecto al TCR mediante microscopia confocal,
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Se observatefiido de rojo el TCR, verde el ganglidsido GD2 y azul el niicleo en los diferentes tiempos
(3,6,12 h) de las células en reposo y activadas
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6. Discusién y conclusiones

El estudio de la activacion de los linfocitos T es importante debido a que son un
componente importante dentro del sistema inmune, ayudan a combatir agentes
extrafios patdégenos, células cancerigenas y en el caso de que hubiera una
activacion desregulada o ineficiente el organismo podria presentar enfermedades
autoinmunes. En este trabajo nos enfocamos a estudiar la participacion de los

gangliésidos en dicha activacion.

Se observo el perfil de expresion de los gangliésidos en los linfocitos T CD8 +
humanos totales en donde encontramos ocurre un decremento del gangliésido GD3
en las células activadas a partir de las 12 h. a diferencia de los linfocitos T CD4 +
humanos, ya que en estos el gangliésido GD3 aumenta®. Sin embargo, la
disminucion del GD3 en los linfocitos T CD8 + signifique que este este dejando de
ser sintetizado, la disminucion se podia deber a que esta siendo procesado mas

rapido de lo que se sintetiza.

La hipotesis anterior se disefid basandonos en que en los linfocitos T CD8 +
activados a las 12 h se observa una neoexpresion del gangliésido GD2, el cual es
el sucesor del GD3. Sin embargo, no todos los linfocitos T CD8 + logran expresar
GD2 (solo un 60-70% de las células) y después de las 48 h post- activacion se
observa un decremento del gangliésido GD2, en comparacion con los linfocitos T

CD4 + humanos, ya que en estos el GD2 se encuentra incrementando hasta las72
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h que se midi6 y casi un 100% de las células llegan a ser positivas para este

gangliésido®.

Podemos pensar que la disminucién del gangliésido GD2 se debe a la misma razén
por la que el GD3 esta disminuyendo, este esta siendo procesado mas rapido de lo
gue es sintetizado, ya que cuando se mide el gangliésido GD1b (sucesor del GD2)
este no muestra ninguna neo-expresion y se mantiene como en las células en
reposo, sin embargo, en su sucesor el GT1b si muestra una neo-expresion a desde
las 48 h de en las células activas e incrementa a las 72. Por lo que nos ayuda a
confirmar que el gangliosido GD1b si se esta sintetizando, pero se procesa
inmediatamente a GT1b, por lo que no lo podemos observar mediante las

citometrias en los tiempos de la cinética.

Mediante un experimento de gPCR se encontré6 que la GM2/GD2 sintasa se
encuentra expresada de manera basal en los linfictos T CD8 + humanos totales. Sin
embargo, el gangliésido GD2 no se encuentra presente en estas celulas, lo que nos
podria llevar a pensar que la sintasa se encuentra inactivada mediante algun factor
de regulacion, como podria ser la fosforilacion. Recordemos que esto mismo se
reportd en los linfocitos T CD4 + virgenes, por lo que se podria suponer que esta

sintasa esta siendo inhibida de la misma forma en ambos modelos8.

En los linfocitos T CD8 + humanos totales activados se observa un decremento de

la GM2/GD2 sintasa a las 6 h post-activacion y posteriormente esta expresion
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incrementa a las 12 y 24 h post-activacion. Si se compra el analisis de la expresion
de la GM2/GD2 sintasa de los linfoctios T CD8 + humanos totales con los linfocitos

T CD4 + virgenes humanos el patron de expresion es muy similar (Figura 11).

GM2/GD2 sintasa linfocitos T CD8 +
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Figura 20. Comparacién de la GM2/GD2 sintasa en los linfocitos T CD4 + virgenes humanas vs
los linfocitos T CD8 + totales humanos. A) Gréfica de la gPCR reportada por Villanueva C. et.al.

2016. B) Gréfica de la medicion de la GM2/GD2 sintasa mediante qPCR realizando una cinética

a 0,3,6,12 y 24 h post-activacion.

El incremento de la GM2/GD2 sintasa a las 12 h se podria deber a que esta sintasa
también es la encargada de sintetizar otros gangliosidos de la serie-0, a'y ¢ ademas
del GD2. Esto nos podria explicar por qué a pesar de que a las 24 h por citometria
de flujo se ve un decremento del gangliésido GD2 en los linfoctios T CD8 + humanos

totales la sintasa se ve aumentada.

Otra explicacion podria ser que el gangliédiso GD2 esta siendo sintetisado en mayor
cantidad. Sin embrago, este se encuentra siendo procesado de una forma mas
eficaz para formar los GGs subsecuentes de su serie como es el caso de GT1lb a

partir de las 12h post-activacion como ya se habir mencionado con anterioridad.
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Con los resultados que se obtuvieron sobre la neo-expresiéon del gangliésido GD2
que se observo en los linfocitos T CD8 + humanos totales, no podriamos deducir si
esta neo-expresion hace la misma funciéon que en los linfocitos T CD4 + virgenes.
Sin embargo por microscopia confocal desde las 6 h post-activacién se observa una
polarizacion del gangliésido GD2 hacia el cluster del TCR, lo que nos podria llevar
a inferir que el gangliédiso GD2 tienen un papel importante en la activacion mediante

el TCR, aunque no colocaliza.

De este trabajo se podria concluir que el gangliésido GD2 parece ser importante

para que los linfocitos T CD8 + humanos tengan una correcta activacion.

Como perspectivas a futuro para este trabajo se considera el estudio de la
GM2/GD2 sintasa para encontrar el factor de porque el gangliésido GD2 no se
encuentra presente en los linfocitos T CD8 + humanos totales en reposo a pesar de
gue la sintasa esta presente, también determinar la funcion del gangliésido GD2

dentro de la activacion de los linfocitos T CD8 + humanos totales mediada por TCR.
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Anexos

8.1 Analisis de activacion de los linfocitos T CD8 + humanos totales
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Figura suplementaria 1: A) Linfocitos T CD8+ humanos totales observados dese un microscopio de
contraste de faces, células en reposo (izquierda) no forman clusters, células activadas (derecha) forman
clusters entre ellas. B) citometria de flujo donde se utilizé el anticuerpo anti-CD69, donde solo los linfocitos
T CD8+ activados (rojo) fueron positivos para este. C) Dot-plot e histograma de la citometria de flujo para
corroborar la pureza de los linfocitos T CD8+, donde alrededor de un 86% fueron positivos para el anticuerpo

anti-CD8+.
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8.2 Caracterizacion de gangliésidos 12h
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Figura suplementaria 3. Dot-Plot e histograma de
la citometria de flujo de los linfocitos T CD8+
tefiidos para los diferentes gangliésidos de la serie

“b”a 12 h post- activacion y en reposo.




8.3 Caracterizacion de ganglidsidos 24h
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8.4 Dot-Plot Caracterizacion de gangliésidos 48h
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8.5 Caracterizaciéon de gangliésidos 72h post-activacion
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