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Las interacciones entre proteinas y glicanos juegan un papel fundamental en numerosos eventos
de la regulacion de la fisiologia del sistema inmune, como maduracion timica, activacion, migra-
cion y apoptosis de células T. Los carbohidratos son capaces de modular la fisiologia linfocitaria a través de la
interaccion especifica con lectinas endégenas como selectinas y galectinas. Estas lectinas endégenas son ca-
paces de reconocer estructuras sacaridicas localizadas en glicoproteinas de la superficie celular y regular pro-
cesos tan diversos como proliferacion, diferenciacion y ciclo celular. Existen diversos niveles de control de la
interaccion entre lectinas y azUcares; en primer lugar podemos mencionar la expresion regulada de estas lectinas
durante el desarrollo de una respuesta inmune, y en segundo lugar la regulacion espacio-temporal de la activi-
dad de glicosiltranferasas y glicosidasas cuya funcion es crear y modificar los azlcares especificos para estas
lectinas. Existen evidencias de que la expresion y actividad de estas enzimas se regulan en forma positiva o
negativa durante diferentes eventos del desarrollo, ejecucién y finalizacion de la respuesta inmune. En este ar-
ticulo se analizaran los mecanismos a través de los cuales las interacciones entre lectinas con sus carbohidratos
especificos modulan en forma especifica diversos procesos fisiolégicos, como maduracién de timocitos, migra-
cion linfocitaria, activacion y diferenciacion de células T y apoptosis.

Resumen
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Abstract How do protein-glycan interactions regulate T-cell physiology? Recent evidence indicates that
protein-glycan interactions play a critical role in different events associated with the physiology of
T-cell responses including thymocyte maturation, T-cell activation, lymphocyte migration and T-cell apoptosis.
Glycans decorating T-cell surface glycoproteins can modulate T-cell physiology by specifically interacting with
endogenous lectins including selectins and galectins. These endogenous lectins are capable of recognizing sugar
structures localized on T-cell surface glycoproteins and trigger different signal transduction pathways leading to
differentiation, proliferation, cell cycle regulation or apoptosis. Protein-carbohydrate interactions may be control-
led at different levels, including regulated expression of lectins during T-cell maturation and differentiation and
the spatio-temporal regulation of glycosyltransferases and glycosidases, which create and modify sugar struc-
tures present in T-cell surface glycoproteins. This article briefly reviews the mechanisms by which protein-carbo-
hydrate interactions modulate immunological processes such as T-cell activation, migration and apoptosis.
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Lectinas, azucares y glicosiltransferasas

La activacion de linfocitos T es un evento esencial en la
iniciacion de una respuesta inmune adaptativa. Las
lectinas vegetales fitohemaglutinina (PHA) y conca-
navalina A (Con A) constituyen una herramienta de uso
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cotidiano en numerosos laboratorios de investigacion en
inmunologia. Estas proteinas son ampliamente recono-
cidas por su capacidad de activar linfocitos y promover
su proliferacion a través de la interaccion con residuos
sacaridicos presentes en numerosas glicoproteinas de
membrana, incluyendo aquéllas involucradas en la
sinapsis inmunoldgica. En este sentido, la amplia utiliza-
cion de estas proteinas refleja la importancia de las
interacciones entre proteinas y carbohidratos en el feno-
meno de activacion linfocitaria. Sin embargo, las
interacciones “proteina-carbohidrato” no sélo se hallan
involucradas en el fenémeno de activacion de células T,
sino que también juegan un papel fundamental en innu-
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merables eventos de la regulacion de la fisiologia del sis-
tema inmune, como maduracion timica, migracion lin-
focitaria y apoptosis® 2.

La superficie de las células de mamiferos y las protei-
nas de la matriz extracelular con la cual interaccionan se
hallan decoradas por diversos tipos de azlcares cuya
composicién varia de acuerdo al estado de diferencia-
cién y activacion de dichas células. La glicosilacion de
proteinas comienza cuando glicosiltransferasas especi-
ficas catalizan la union covalente de un oligosacéarido a
un residuo asparagina (N-glicanos) o un monosacarido
a un residuo serina/treonina (O-glicanos), presentes en
la secuencia polipeptidica. El grado y tipo de glicosilacion
se halla regulado por un abanico de glicosiltransferasas
que actian secuencialmente en el reticulo endoplasmico
y en el aparato de Golgi, sintetizando la unién especifica
de un monosacarido a un glicano precursor. Por lo tanto,
el repertorio de glicosiltransferasas presentes en un de-
terminado tipo celular determina las caracteristicas par-
ticulares de las estructuras de los oligosacaridos que
poseen las glicoproteinas de la membrana plasmatica y
la matriz extracelular?.

Considerando la diversidad y distribucion ubicua que
poseen los glicoconjugados, resulta sencillo visualizar
que estas estructuras median una amplia variedad de
efectos biolégicos. Estos efectos en general se pueden
agrupar en dos tipos: (1) funciones estructurales del
glicano en si mismo o la modulacion de la molécula a la
cual estan covalentemente unidos y (2) funciones rela-
cionadas al reconocimiento de la estructura sacaridica
por lectinas enddgenas (ej:. selectinas o galectinas) o
exogenas (ej. lectinas microbianas)®. A lo largo de este
articulo discutiremos los mecanismos a través de los
cuales el estado de glicosilacion regula diferentes feno-
menos en la fisiologia de células T. En particular, anali-
zaremos como los cambios en el estado de glicosilacion,
al modificar las interacciones con lectinas enddgenas,
permiten modular los patrones de migracion y la suscep-
tibilidad a la apoptosis de linfocitos T.

Influencia de la glicosilacion diferencial
durante la maduracion timica

En el timo, las células precursoras de la médula 6sea
sufren el proceso de maduracion y seleccion timica. Este
6rgano posee una corteza, donde se alojan los timocitos
inmaduros, y una médula donde se encuentran los
timocitos maduros. Durante la diferenciacion timica el
estado de glicosilacion de las células T se modifica a
medida que las células se transforman de timocitos
inmaduros corticales a timocitos maduros medulares. Una
de las técnicas habitualmente utilizadas para estudiar el
estado de glicosilacion de una célula, es la determina-
cién del grado de union a la superficie celular de lectinas
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vegetales que poseen afinidad por estructuras sacaridicas
especificas. Estudios clasicos utilizando la lectina vege-
tal PNA (aglutinina de mani), que reconoce la estructura
Galp(1—3)NAcGal-Ser/Thr (también llamada core 1) pre-
sente en O-glicanos (Fig. 1A), han demostrado que
timocitos inmaduros doble positivos (CD4*/CD8*) unen
con alta avidez la lectina PNA, y que a medida que se
transforman en timocitos maduros simple positivos (CD8*)
la union de esta lectina disminuye®. La disminucion de la
unién de esta lectina se correlaciona con la expresion de
la enzima o(2—3) sialiltransferasa (ST3Gal I)°. Esta en-
zima cataliza la adicién de &cido sialico (Sia) en unién
o(2—3) al residuo galactosa terminal de core-1 O-glicanos
(Figura 1A), produciendo el trisacarido Siao(2—3)
Galp(1—3)NAcGal e inhibiendo de esta forma la unién
de PNA®. De forma similar, la expresion de la enzima
core-2 N-acetilglucosa-miniltransferasa (C2GnT), respon-
sable de iniciar la ramificacion core-2 en O-glicanos (Fig.
1A), se hallaregulada a lo largo de la maduracion timica’,
pero de forma inversa a la enzima ST3Gal I.

Uno de los factores que determinan la sobrevida de
un timocito durante el proceso de seleccion positiva y
negativa, es la avidez de la interaccién entre el complejo
receptor T/CD8 (TCR/CD8) del timocito y el complejo
mayor de histocompatibilidad de tipo I-péptido (CMH-I-
péptido) presente en la superficie de las células epiteliales
timicas. En este contexto, se ha demostrado que la pre-
sencia de acido siélico en posicion a(2—3) en los core-1
O-glicanos del co-receptor CD8 disminuye la avidez de
la interaccion con el CMH-I°. Por lo tanto, timocitos que
se hallan poco sialilados (PNA*) podrian interaccionar
con mayor avidez con el CMH-I, favoreciendo la elimina-
cion de posibles clones autorreactivos por selecciéon ne-
gativa®.

Impacto de la glicosilacion diferencial en el
compartimiento periférico: implicancias en la
activacion, migracidén y diferenciacion de
células T

El estado de glicosilacion de la célula T vuelve a
modificarse luego de la activacion en la periferia. En nu-
merosos aspectos, el linfocito T activado posee un pa-
tron de glicosilacion similar al de un timocito inmaduro
cortical. La activacion de linfocitos T resulta en una mo-
dificacion en la sintesis de O-glicanos. Las glicoproteinas
de superficie de linfocitos T virgenes (naive) se encuen-
tran altamente sialiladas en posicion o(2—3), por lo tan-
to poseen un fenotipo PNA-. Luego de la activacion, el
grado de sialilacion disminuye, por lo que la célula T ac-
tivada presenta un fenotipo PNA* ¢ 20, Esta modificacion
se debe en gran medida a un aumento de la actividad de
la enzima C2GnT responsable de la sintesis de core 2
O-glicanos (Fig. 1A). Finalmente, la diferenciacion de
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Fig. 1.— Esquema de las vias de O-glicosilacion (A) y N-glicosilacion (B). Se
esquematiza la unién de la lectina PNA (ver texto), ampliamente utilizada como
herramienta para la deteccion de estructuras sacaridicas especificas (recuadro de
linea discontinua) y lectinas endégenas como galectina-1 y selectinas (recuadro

gris).

linfocitos T CD8"* efectores a células de memoria va acom-
pafiada, nuevamente, de un aumento significativo en la
sialilacion o(2—3) de los core-1 O-glicanos® 12, Priatel y
colaboradores han demostrado que la actividad de la
enzima ST3Gal | es esencial para la sobrevida de lin-
focitos T CD8*, ya que ratones deficientes para esta en-
zima presentan altos niveles de apoptosis de dichas cé-
lulas. En dicho trabajo, a su vez se ha demostrado que el
estado de glicosilacién de una célula puede ser modula-
do por la presencia de enzimas que compiten por un
determinado sustrato. Este es el caso de las dos enzimas
mencionadas previamente: la enzima ST3Gal | compite
con C2GnT por el sustrato core-1-O-glicano y de esta
forma inhibe la sintesis de core 2 O-glicanos® (Fig. 1A).
Por lo tanto, linfocitos de ratones deficientes en ST3Gal
| presentan altos niveles de core 2 O-glicanos.

La sintesis de core 2 O-glicanos es particularmente
relevante en la fisiologia de una célula T activada. Los
core 2 O-glicanos proporcionan gran parte de la base
estructural para la sintesis de ligandos de selectinas®.
Las selectinas son una familia de moléculas de adhe-
sién con un dominio de reconocimiento a carbohidratos,
esenciales para el tréfico linfocitario normal y para el re-
clutamiento de linfocitos T activados a los focos de infla-
macion e infeccion. Los ligandos de selectinas son

glicoproteinas que poseen cadenas de oligosacaridos
ricos en &cido sialico y fucosa, cuya sintesis depende en
gran medida de la presencia de las enzimas C2GnT y
o(1—3) fucosiltransferasa (FucT-VII; Fig. 1A)%.

Durante la activacion del linfocito T CD4*, el mi-
croambiente de citoquinas, entre otros factores, determi-
na la diferenciacion de estas células hacia perfiles del
tipo Thl o Th2. Estas dos subpoblaciones se caracteri-
zan por el tipo de citoquinas que secretan (los linfocitos
Th1 producen principalmente IFN-y, IL-2 y TNF-B y los
linfocitos Th2 secretan niveles altos de IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13). Es interesante destacar que linfocitos polariza-
dos hacia perfiles Th1/Th2 presentan diferentes patro-
nes de migracion. Las células polarizadas hacia un perfil
Thl son reclutadas rapidamente a los tejidos inflama-
dos; sin embargo, dicho patron de migracion no se ob-
serva en los linfocitos polarizados hacia un perfil Th21314,
Estas diferencias se deben a que los linfocitos Thl po-
seen mayor expresion de ligandos para E- y P-selectinas
en superficie y de las enzimas responsables de la sinte-
sis de dichos ligandos, C2GnT y FucT VI3 1518,

Luego de la activacion de la célula T, los N-glicanos
también son modificados en forma selectiva. Por ejem-
plo, la expresién de la enzima 1,6-N-acetilglucosaminil
transferasa V (Mgat5) aumenta luego de un estimulo de
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activacion, favoreciendo la sintesis cadenas extendidas
de N-acetil-lactosamina (poli-LacNAc) en N-glicanos?®®
(Fig. 1B). Estas ultimas constituyen el ligando favorito de
una familia de proteinas llamadas galectinas. Demetriou
y col. han demostrado que los ratones deficientes para
la enzima Mgat5, presentan una mayor respuesta frente
a estimulos de activacion y mayor susceptibilidad a de-
sarrollar enfermedades autoinmunes?®. Los autores pro-
ponen que la enzima Mgat5 favoreceria la sintesis de
cadenas extendidas de poli-LacNAc en el TCR (que po-
see 7 sitios de N-glicosilacion) y que estas ultimas, a
causa de su gran tamafio y posicion, limitarian la forma-
cion de clusters de receptores T (similares a los que se
forman durante la sinapsis inmunoldgica) frente a esti-
mulos inespecificos. En este contexto, los autores tam-
bién proponen que la union de galectinas, capaces de
formar dimeros o multimeros, a estas cadenas poli-
LacNAc contribuirian a la limitacién en la movilidad late-
ral del TCR en la membrana plasmatica, y por lo tanto
actuarian de manera inhibitoria sobre la activacion de la
célula T** 20, A su vez, esta enzima inhibe la polarizacion
de la respuesta inmune hacia un perfil del tipo Thl, ya
que células T provenientes de ratones deficientes en la
enzima producen niveles mayores de IFN-y y menores
de IL-4%,

En un contexto diferente, utilizando un modelo de
carcinogénesis viral, se ha demostrado que ratones
transgénicos que expresan la oncoproteina media T del
virus polioma (PyMT) y a su vez deficientes para la enzi-
ma Mgat5 (PyMT/Mgat57)%, presentan una demora sig-
nificativa en el crecimiento de tumores mamarios y una
disminucion (~20 veces menor) en el desarrollo de metas-
tasis pulmonar comparado con ratones PyMT/Mgat5*+.
Si bien la deficiencia de esta enzima posee implicancias
profundas sobre la proliferacion y migracion de células
tumorales, no se puede descartar la posibilidad de que
en estos ratones el desarrollo de una potente respuesta
inmune antitumoral esté involucrada en la disminucién
del crecimiento tumoral y la metastasis.

La glicosilacion en el limite entre la vida
y la muerte: galectina-1

Las galectinas son una familia de proteinas que poseen
la capacidad de unirse a residuos N-acetil-lactosamina
presentes en N- y O-glicanos de diferentes proteinas de
membrana y de la matriz extracelular. Recientemente se
ha involucrado a estas proteinas como factores regula-
dores de la homeostasis del sistema inmune y de la res-
puesta inflamatoria. Mientras que algunos miembros de
esta familia, como la galectina-3, se comportan como
amplificadores de la cascada inflamatoria, otros miem-
bros, como la galectina-1, disparan sefiales homeos-
taticas que silencian las funciones efectoras de los
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linfocitos T%. Existen numerosas evidencias que adjudi-
can a la galectina-1 una funcion regulatoria e inmunosu-
presora. Se ha demostrado que esta proteina inhibe la
proliferacion y expansion clonal de linfocitos T activados,
mediante mecanismos que involucran bloqueo de la ac-
tivacién?4, arresto del ciclo celular® 2¢ e induccion de
apoptosis??°. Previamente hemos demostrado, usando
estrategias de terapia génica y proteica, el potencial te-
rapéutico de la galectina-1 en modelos experimentales
de inflamacion crénica y autoinmunidad, como la artritis
inducida por colageno (AIC)* y la enfermedad intestinal
inducida por TNBS®.. En estos modelos, galectina-1 su-
prime la inflamacion crénica a través de un incremento
en la susceptibilidad de linfocitos T patogénicos a la
muerte celular inducida por activacién y por una desvia-
cién en el balance de la respuesta inmune hacia un perfil
Th2. A su vez, recientemente demostramos que la
galectina-1 cumple un papel fundamental como un nue-
vo mecanismo de privilegio en melanoma, permitiéndole
al tumor eludir las defensas del organismo®**, La inhibi-
cion de la expresion génica de galectina-1 in vivo a tra-
vés de una estrategia antisentido incrementa el rechazo
tumoral mediado por linfocitos T, promoviendo una res-
puesta de tipo Th1l anti-tumoral previamente silenciada®.

Con respecto a los ligandos para galectina-1, se ha
demostrado que esta proteina interacciona con alta avi-
dez con glicoconjugados que contienen residuos poli-
LacNAc presentes en N-y O-glicanos (Fig. 1)%. La sinte-
sis de secuencias de poli-LacNAc se halla regulada, en
parte, por las enzimas C2GnT para O-glicanos’ y Mgat5
para N-glicanos®® (Fig. 1). De este modo, estas glicosil-
transferasas crean ligandos poli-LacNAc, que podrian
determinar la susceptibilidad a galectina-1 in vivo.

En este contexto, es interesante destacar que los ra-
tones Mgat5” mencionados previamente, son deficien-
tes en la sintesis de ligandos para galectinas, por lo tan-
to los fendmenos de autoinmunidad e inhibicion del cre-
cimiento tumoral observados en dichos ratones, podrian
estar directamente relacionados con las propiedades
inhibitorias de la galectina-1 sobre el sistema inmune.

La susceptibilidad a galectina-1, a su vez, puede es-
tar regulada por glicosiltransferasas que compiten por
sustratos aceptores limitando la sintesis de ligandos es-
pecificos de galectina-1. Como mencionaramos anterior-
mente, la enzima ST3Gal | compite con C2GnT por el
sustrato core-1-O-glicano y de esta forma inhibe la adi-
cién de ligandos poli-LacNAc en core-2-O-glicanos® (Fig.
1A). Por otro lado, las sialiltransferasas también pueden
modificar los ligandos poli-LacNAc, y de este modo mo-
dular la unién de galectina-1. En este sentido, se ha de-
mostrado que la incorporacién de acido siélico en un
enlace o(2—6) a ligandos poli-LacNAc en N-glicanos, por
la enzima ST6Gal |, inhibe la unioén de galectina-1y re-
duce la susceptibilidad de linfocitos T a la accion de esta
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proteina® (Fig. 1B). De este modo, el enmascaramiento
de ligandos especificos en la superficie celular puede
controlar la unién de galectina-1 y evitar la induccién de
apoptosis de linfocitos T.

Debido a que el tratamiento in vivo con galectina-1
resulta en un incremento de la apoptosis de los linfocitos
T activados y una polarizacion hacia un perfil Th2 en di-
ferentes modelos de inflamacién cronica e inmunidad anti-
tumoral, actualmente estamos estudiando el vinculo en-
tre estos dos efectos biolégicos. En este contexto, un
efecto inmunosupresor selectivo de galectina-1 podria
tener implicancias profundas en la intervencion de des-
ordenes inflamatorios cronicos mediados por células Thl
(infecciones, autoinmunidad, rechazo de 6rganos y en-
fermedad de injerto contra huésped) y en la patogenia
de enfermedades atOpicas y asma mediadas por células
Th2.

Conclusiones generales

A lo largo de los parrafos anteriores hemos mencionado
distintos ejemplos de modulacion del estado de gli-
cosilacion de la célula T y sus implicancias en el inicio,
ejecucion y finalizacion de una respuesta inmune. Si bien
este articulo no pretende ser una revision exhaustiva de
las modificaciones en el estado de glicosilacion de la
célula T, pretende brindar una aproximacion al extenso
mundo de la glicobiologia del sistema inmune a los fines
de comprender la manera a través de la cual la incorpo-
racion o eliminacion de ciertos azucares en la superficie
celular puede controlar en forma dinamica procesos di-
versos de la fisiologia de linfocitos T, tales como madu-
racion intratimica, migracion, activacion, diferenciacion
Th1/Th2 y apoptosis.
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