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RESUMEN

La cadena { es una proteina transmembranal que se encuentra en los linfocitos T, uno
de los tipos de células mas importantes en el sistema inmune adaptativo, haciendo
parte de un complejo multimérico que se ubica en la superficie de la célula y que se
encarga, por un lado, del reconocimiento antigénico y por otro, de la transmision de
sefiales durante la activacion de la misma. Esta proteina es una de las que primero se
fosforila luego de la estimulacion a través del receptor y se sabe que es esencial en
los primeros eventos de sefializacion. Dobles mutantes de esta molécula muestran una
respuesta adaptativa inadecuada; asi mismo, se ha visto que su expresion esta alterada
en cancer y en algunas enfermedades auto-inmunes. La fosforilacion en residuos de
tirosina que se encuentran en los motivos de activacion de residuos de tirosina de los
receptores inmunes (/74AMs), de los cuales hay tres en la region citoplasmatica, ha
demostrado ser uno de los eventos principales durante la activacion. En este reporte
se presenta la caracterizacion de la estructura primaria de la cadena { en los monos
del nuevo mundo Aotus nancymaae; la secuencia de aminoacidos se dedujo a partir
de la secuencia nucleotidica de su cADN. Las moléculas de Aotus presentaron una
identidad del 95.5 y del 95.7% con la molécula de humano en las secuencias de
nucledtidos y de aminoacidos, respectivamente. Una comparacion de la proteina por
regiones, mostré una identidad del 100% en la region extracelular y la conservacion de
residuos y regiones importantes en el resto de la molécula; esto incluye aminoacidos
polares en la region transmembranal y los /7AMs en la region citoplasmatica. Los
resultados sugieren que la proteina de Aotus es plenamente funcional y que los
procesos de activacion de los linfocitos T se suceden de manera similar a lo descrito
en humanos. El resultado mostrado aqui soporta las evidencias previas en el sentido
de que las estructuras moleculares involucradas en la respuesta inmune adaptativa
se hallan conservadas.

Palabras clave. Aotus nancymaae, inmunidad adaptativa, cadena (, complejo
asociado, ITAMs

ABSTRACT

The { chain is a transmembrane protein belonging to a multimeric complex in
association with the T-cell receptor (TCR). The TCR is responsible for antigen
recognition while the associated complex is responsible for signalling during
activation. It has been shown that { chain expression becomes reduced in cancer and
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some autoimmune diseases. Tyrosine phosphorylation in immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs (ITAMs), present in the complex’s different proteins is a critical
event during activation. This report characterises the { chain in the new world monkey
Aotus nancymaae; the amino acid sequence was deduced from its cDNA sequence.
Aotus molecules revealed 95.5% and 95.7% identity with the human counterpart
in nucleotide and amino acid sequences, respectively. Comparing different regions
revealed 100% identity in the extra-cellular domain and conservation of important
residues and domains in other regions of the protein: these included polar amino acids
in the transmembrane region and the ITAMs. Our results suggest that the Aozus protein
is fully functional and T-lymphocyte activation proceeds as in humans, supporting
previous evidence that molecular structures involved in adaptive immune response
are extremely conserved.

Key words. Aotus nancymaae, adaptive immunity, ( chain, associated complex,

ITAMs.
INTRODUCCION

La respuesta inmune representa uno de los
aspectos biologicos mas fascinantes de los
seres vivos; la capacidad de diferenciar lo
propio de lo ajeno, permitiendo la preservacion
de lo propio y a la eliminacion de lo extrafio
(Hoebe et al. 2004, Schulenburg et al.
2004). Se han descrito basicamente dos tipos
de inmunidad: la innata y la adaptativa
(Marchalonis et al. 2002, Bartl et al. 2003). La
primera es una respuesta en la cual moléculas
receptoras presentes en la superficie celular,
reconocen estructuras o patrones moleculares
en diferentes organismos, haciendo que
se desencadene un ataque directo sobre
ellos. Este tipo de respuesta se encuentra
en invertebrados, plantas, hongos, pero
también en los vertebrados (Schulenburg
et al. 2004). La segunda es una respuesta
con un grado muy fino de especificidad,
en la cual se distinguen dos caracteristicas
sobresalientes: 1-requiere de la presentacion
antigénica, que es llevada a cabo por las
células presentadoras de antigeno (CPA)
en el contexto de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) y 2-
los sistemas de reconocimiento especifico se
basan en receptores moleculares los cuales
generan su repertorio de posibilidades usando
un sistema de recombinacion a través de las
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enzimas recombinasas RAG1 y RAG2 (Cooper
et al. 2006). La inmunidad adaptativa es la
responsable de la memoria inmunoldgica
(Anderson et al. 2004).

La inmunidad adaptativa se encuentra
unicamente a partir de los vertebrados
mandibulados y sugiere una explosion subita
que llevo a la emergencia de esta propiedad
(Flajnik et al. 2004). En primer lugar una
duplicacion parcial o total del genoma
en un ancestro comun de los vertebrados
mandibulados cred un escenario con nuevas
posibilidades para el desarrollo de las
estructuras moleculares responsables de este
tipo de inmunidad (Kasahara et al. 2004); por
otra parte, la adquisicion, posiblemente por
transferencia lateral, de los genes que codifican
las enzimas recombinasas, los cuales quedaron
inmersos dentro del ADN que determina a
los receptores (Flajnik ez al. 2004, Kasahara
et al. 2004), dotaron a este ancestro con las
herramientas que permitieron el desarrollo
del sistema inmune adaptativo. Si bien en
los vertebrados superiores la inmunidad
adaptativa parece haberse desarrollado
independientemente de la inmunidad innata,
no se produce en estos organismos una
respuesta inmunitaria satisfactoria sin el
concurso de los dos sistemas, la inmunidad
adaptativa permite reconocer estructuras



antigénicas muy particulares, pero no parece
ser capaz de detectar la presencia del patdgeno
(Janeway et al. 2002).

Uno de los tipos celulares mas importantes
y caracteristico de la respuesta adaptativa
son los linfocitos T (Krogsgaard et al. 2005).
Estas células presentan en su superficie un
complejo compuesto por diferentes proteinas
transmembranales; tienen una capacidad
de reconocimiento que se fundamenta en la
presencia del denominado receptor de células
T (TCR) y tienen ademas una capacidad de
sefializacion determinada por el complejo
asociado al receptor, el cual estd formado
por los heterodimeros (ed y €y) y por los
homodimeros { (Cantrell 1996).

Todas las cadenas de este complejo asociado
tienen en su dominio intracelular los llamados
motivos de activacion basados en tirosina
de los receptores inmunes (/74Ms). Estos
ITAMs no son exclusivos de las cadenas del
complejo asociado, se han encontrado en
otro tipo de moléculas y tienen la estructura
caracteristica YxxLxxxxxxxxYxxL, en
donde las Y son tirosinas, las L son leucinas
y las x cualquier aminoacido (Humphrey
et al. 2005); la fosforilacion por proteinas
quinasas de los residuos de tirosina (Y) dentro
del ITAM promueve la asociacion de otras
proteinas adaptadoras y enzimas que portan
los denominados dominios SH2 (Reth et al.
2004), en esta dinamica la sefial progresa.
Una vez que una célula T reconoce un péptido
antigénico en el contexto de una CPA, se da
inicio a un complicado programa bioquimico
compuesto de muchos pasos interconectados,
el cual puede llevar en algunos casos a una
respuesta proliferativa y efectora, en otros
no dar respuesta alguna o también progresar
hacia la muerte celular programada, apoptosis
(Germain et al. 1999).

La cadena ( al igual que las otras asociadas
al receptor (7CR) es una molécula proteica
transmembranal, que presenta un dominio

Del Castillo & Vernot

extracelular relativamente pequefio y un muy
importante dominio intracelular en donde se
destaca la presencia de 3 /TAMs (Yamamoto
et al. 2005). Esta molécula es de las primeras
que aparecen fosforiladas luego de la
estimulacion de la célula T; se han distinguido
dos formas de la proteina fosforilada, la p21
y la p23; con base en evidencia experimental
se han propuesto dos maneras para explicar
las fosforilacion de los ITAMs, que lleva a
estas dos formas; en una de ellas, trabajando
con anticuerpos que reconocen cada uno de
los ITAMs fosforilados, se mostrd que se
produce una fosforilacion ordenada, en la
que la fosforilacion del /TAM mas proximal
a la membrana precede a las demas (Kersh
et al. 1998). En la otra, trabajando con
mutantes en los cuales se han reemplazado
las tirosinas por fenilalaninas, se mostrd que
la fosforilacion es sucesiva y que empieza
por el ITAM mas distal de la membrana,
siguiendo con el intermedio, para rendir la
forma p21 y terminando con el mas proximal,
para producir la forma p23, en la que todos
los ITAMs estan fosforilados (Pitcher et al.
2003a). Se ha sugerido que la fosforilacion
diferencial de { entre las formas p21 y p23
se correlaciona con la activacion de la célula
(Stefanova et al. 2003); sin embargo, la
evidencia experimental es controversial en
este sentido; se ha propuesto también que
las cadenas { pueden ser relevantes en la
discriminacion de sefales, lo cual puede
determinar respuestas diferentes por parte del
linfocito T (Pitcher et al. 2003b).

En este reporte se presenta la caracterizacion
de la estructura primaria de la cadena {
(secuencia deducida de aminoacidos) en los
monos del nuevo mundo Aofus nancymaae.
La investigacion de esta molécula se hace
muy importante en inmunologia, teniendo en
cuenta la importancia que tiene en la respuesta
adaptativa a través del papel que juega durante
la activacion del linfocito T. Por otra parte, la
determinacion de la estructura primaria de esta
proteina en monos del nuevo mundo como
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el Aotus, ofrece opciones de comparacion
en analisis filogenéticos; por tltimo hay
que resaltar la utilidad de estos animales
como modelo experimental en el estudio
de enfermedades parasitarias de humanos,
teniendo en cuenta su susceptibilidad a las
mismas.

MATERIALES Y METODOS
Muestras Bioldgicas

Se obtuvieron células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) de monos Aotus
nancymaae, capturados en la Amazonia
colombiana; todas las muestras de sangre
se analizaron para descartar la presencia de
filarias; solamente aquellas muestras libres
de parasitos se procesaron. Las CMSP se
aislaron usando centrifugacion en un gradiente
de Ficoll-Hypaque (Sigma, St Louis MO);
las células se contaron y la viabilidad se
determind por exclusion del colorante azul de
tripan; las muestras con mas de un millon de
células se usaron para extraer el RNA total.
Todos los animales se manejaron de acuerdo
a la normatividad contenida en la resolucién
008430 de 1993 del Ministerio de Salud y a
los protocolos aprobados por el comité de
ética de la FIDIC.

Extraccion de RNA total y sintesis de
cDNA

El RNA total se aislé de las CMSP de 4.
nancymaae utilizando el método del reactivo
de Trizol (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad CA)y se almacend a-70°C. RNA total
de humano se aisl6 en las mismas condiciones
y se utilizé como control. La sintesis de cDNA
se realizo usando el sistema One-step RT-PCR
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad
CA). En la reaccion se utilizaron los primers
especificos: TGCCTCAGCCTCTGCCTC
(sentido) y CCCCTGGCTGTTAGCGAG
(antisentido). Se utiliz6 el siguiente perfil de
sintesis: 30 min a 55°C; 2 min a 94°C; 40 X
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(15 sega94°C; 30 seg a 60°C; 60 seg a 68°C);
5 min a 68°C.

Ligacion, secuenciacién y analisis de
secuencias

Los productos de amplificacion se observaron
en geles de agarosa al 1% y después de
comprobar el tamafio adecuado del producto
se realizo la ligacion en el vector plasmidico
pGEM-T easy (Promega, Madison). Todas
las reacciones de secuencia se realizaron por
Macrogen Inc. (www.macrogen.com); se
utilizaron los primers universales PUC-M13
dirigidos contra el vector, la metodologia
de Sanger, usando terminadores bigdye en
condiciones ciclicas y el sistema ABI3730XL
(PE Applied Biosystems).

Las secuencias obtenidas se editaron con
el sofiware Chromas (version 1.45) y la
secuencia de aminoacidos se dedujo con
Generunner (version 3.05); los alineamientos
se realizaron usando ClustalX (version
1.83) y se editaron con el Genedoc (version
2.6.001); se uso la matrix PAM 250.

RESULTADOS
Generacion del cDNA de € de A. nancymaae

En general se obtuvieron pocas células de
cada una de las muestras de sangre periférica
de 4. nancymaae (1°100,000-1°900,000), y
por consiguiente, poco ARN total pudo ser
aislado, la figura 1 A muestra el resultado
de una de las electroforesis después de
la extraccion. Teniendo en cuenta este
resultado, se decidi6 combinar el ARN total
de 8 muestras diferentes antes de realizar la
amplificacion.

Los primers para la amplificacion de la
cadena { de A. nancymaae, se sintetizaron
con base en la secuencia de la molécula de
humanos, cuidando que toda la estructura
codante quedara incluida. El producto de



amplificacion se observo en gel de agarosa
(Figura 1 B); se aprecia una banda por debajo
de 600 pb, carriles 3 y 5. El cDNA producido
a partir del ARN total de Aotus se ligd en el
vector pGEM-T easy (Promega, Madison),
la presencia del inserto se confirmé por
PCR usando primers contra el vector o los
especificos de la cadena  en reacciones
independientes.

Secuencia de la cadena { de Aotus
nancymaae

La secuencia nucleotidica de la cadena { de
A. nancymaae se envio el Genbank y recibio
el nimero de acceso EF656481.
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La secuencia obtenida fue de 547 nucleotidos;
los analisis de marco abierto de lectura
realizados con el GeneRuner (3.05),
permitieron determinar en el marco de lectura
1 una proteina de aprox. 20.2 kDa que se
corresponde con el tamafio reportado para
la cadena {; utilizando este mismo software,
se predijo la secuencia de aminoacidos de
la cadena { de 4. nancymaae en este marco
de lectura. Los respectivos alineamientos
de la molécula de Aotus con la de otros
primates se hicieron usando ClustalX (1.83).
Los resultados obtenidos muestran una
identidad por encima de 95% en secuencia
de nucledtidos entre Aotus y otros primates
del viejo mundo incluido el humano y una

B

Figura 1. A. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Se muestra
el ARN total extraido de 4 muestras de CMSP de 4. nancymaae (carriles 1-4) y el control de
ARN total de CMSP de humano (carril 5). En cada uno de los carriles se aprecian las bandas
de 28S y 16S del ARN ribosomal y el barrido a lo largo del carril del ARN mensajero. B. La
electroforesis muestra el resultado del RT-PCR utilizando ARN total, tanto de humano como
de Aotus. Una banda por encima de 500 pb se observa nitidamente, carriles 3 y 5. Carril 1:
ADN total del fago ¢174; carril 2: marcador de peso molecular; carril 3: RT-PCR con ARN
total de humano; carril 4: control de amplificaciéon humano; carril 5: RT-PCR con ARN total
de Aotus; carril 6: control de amplificacion Aotus.
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identidad por encima del 93% en secuencia
de aminoacidos en la misma comparacion
(Tabla 1). Un total de 13 cambios sindonimos
se encontraron en la comparacion Aotus
cf. primates del viejo mundo y entre 6-
10 cambios no sinénimos (Tabla 2). Con
respecto a los humanos y los chimpancés el
Aotus mostro6 la insercion de 2 codones en la
region intracelular; con los macacos un codon
también en la region intracelular; ni con los
babuinos ni con los papiones se encontrd esta
diferencia.

Tabla 1. Porcentajes de identidad de la cadena
{ (comparacion por regiones).

Region | Hs Pt Mf | Mm Ct Pa
PS 85,7 | 85,7 | 81,0 | 81,0 | 81,0 | 81,0
EX |100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
T™ | 955 | 955 | 90,9 | 90,9 | 95,5 | 95,5
IN 97,4 | 96,5 | 96,5 | 96,5 | 97,4 | 97,4
Total | 95,7 | 95,1 | 93,9 | 93,9 | 952 | 95,2

Comparacion entre 4. nancymaae y algunos primates
del viejo mundo; indicando los porcentajes de identidad
por regiones de la proteina (. PS: péptido senal; EX:
region extracelular; TM: region transmembranal; IN:
region intracelular. Hs (Humano); Pt (Chimpancé);
Mf (Cynomolgus); Mm (Rhesus); Ct (Mangabey); Pa
(Papion).

La comparacion de la estructura primaria de
la proteina £ de Aotus como ya se mencion,
mostré un alto grado de identidad con su
contra parte humana, la region de la molécula
con mayor variacion resulta ser la del péptido
sefial (Tabla 1), la cual no queda incluida en la
proteina madura. Residuos que se han descrito
como esenciales para la funcionalidad de la
molécula como la cisteina (C) (posicion 11)
y el 4cido aspartico (D) (posicion 15) en la
region transmembranal, asi como las tirosinas
(Y) (posiciones 51, 62,90, 102, 121 y 132) en
los ITAMs, estan absolutamente conservados;
todas las posiciones de los residuos se dan con
base en la proteina madura. En la figura 2 se
muestra un alineamiento entre las cadenas
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de humano y de Aotus; se sefialan las regiones
de la proteina y se destacan algunos residuos
y sub-regiones importantes en cada una de
ellas.

DISCUSION

La estructura primaria de la cadena { de los
monos nocturnos A. nancymaae, presentada
en este reporte, mostrd una identidad de 95.5%
en secuencia nucleotidica y de 95.7% en
secuencia de aminoacidos con su contra parte
humana; con otros primates del viejo mundo
entre 95-95.5% en secuencia de nucledtidos
y 93.5-94% en secuencia de aminoacidos,
respectivamente.

Nueve exones codifican esta proteina; en
mamiferos se han descrito 3 isoformas: , {,
y 1; las formas { y 1 se producen por splicing
alternativo de los dos tltimos exones, en ellas
la proteina se diferencia en la region carboxi-
terminal; las formas { y {, se diferencian en
que en { hay un codon adicional en la region
citoplasmatica, entre el primero y el segundo
ITAM, 1a variante se produce por un segmento
localizado en el extremo 3’ del cuarto intron
(Atkinson et al. 2003). La secuencia de Aotus
reportada aqui es mas semejante a la isoforma
C,; se ha propuesto que la expresion de las
dos isoformas ( esta conservada en diferentes
organismos. Sin embargo, establecer si en
Aotus también se expresan las dos, requiere
analizar un mayor niimero de muestras.

Un analisis por regiones mostrd que en la
region del péptido sefial es donde se encuentra
el mayor porcentaje de variacion en todas las
comparaciones realizadas entre Aotus y los
primates del viejo mundo (Tabla 1); hay de
6-8 cambios entre sindbnimos y no sindbnimos
en esta region que es de 21 codones, en
comparacion con de 13-15 cambios en el
resto de la molécula que es de 145 codones
(Tabla 2), hay que sefialar que el péptido
sefial no hace parte de la proteina madura.
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Tabla 2. Sustituciones en los codones de la cadena (.

H. sapiens P. troglodytes
PS EX ™ IN Total PS EX ™ IN Total
Sin. 3 1 1 8 13 Sin. 3 1 0 9 13
No Sin. 3 0 1 3 7 No Sin. 3 0 1 4 8
Total 6 1 2 11 20 Total 6 1 1 13 21
M. fascicularis M. mulatta
PS | EX T™ | IN | Total PS | EX T™ | IN | Total
Sin. 4 0 1 8 13 Sin. 4 0 1 8 13
No Sin. 4 0 2 4 10 No Sin. 4 0 2 4 10
Total 8 0 3 12 23 Total 8 0 3 12 23
C. torquatus P. anubis
PS | EX T™ | IN | Total PS | EX T™ | IN | Total
Sin. 4 0 1 8 13 Sin. 4 0 1 8 13
No Sin. 4 0 1 3 8 No Sin. 4 0 1 3 8
Total 8 0 2 11 21 Total 8 0 2 11 21

Comparacion de secuencias nucleotidicas entre la cadena { de 4. nancymaae y 1a cadena € de algunos primates del viejo
mundo. La molécula de mARN se dividié de acuerdo a las regiones de la proteina que codifica; se muestran el nimero
de cambios sindénimos (Sin.) y no sinénimos (No Sin.) en los codones. PS: péptido sefial; EX: region extracelular;
TM: region transmembranal; IN: region intracelular. Los nimeros de acceso al Genbank de cada una de las secuencias
son los siguientes: Humano (NM_198253); Chimpancé (XM_001174731.1); Cynomolgus (DQ437668.1); Rhesus
(NM_001077423.1); Mangabey (DQ437665.1) y Papion (DQ437663.1).

Homo MKWKALFTAAILQAQLPITEAQSEGUUDPRLCYLLDGILFIYGVILTAL
Aotus O P - Sttt et e n s e n e V...
Homo [FLRVKFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGG
Aotus W B R W N e e R I T T —
Homo KPQRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGE--RRRGKGHDGLYQGL
Aotus 0 S R pEsea Bl inan ek oRahiEn N emas tuNes o8 8%
Homo STATKDTYDALHMQALPPR

ADIE s e smietesmneiE e

Figura 2. Alineamiento de la cadena { entre humano y Aotus, realizado con el ClustalX (1.83),
la secuencia de la proteina de Aotus se dedujo a partir de la secuencia nucleotidica. Los puntos
representan identidad de aminoacidos y los guiones aminoacidos faltantes. El péptido sefial esta
en letra cursiva; la region extracelular resaltada en gris; la region transmembranal enmarcada
y la region intracelular en letras normales. En negrilla se destacan algunos aminoacidos
importantes funcionalmente; los 3 /74Ms se encuentran subrayados.
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Caracterizaciones previas de otras moléculas
transmembranales de Aotus (Montoya et
al. 2002, 2004), asi como de moléculas del
complejo CD3 en otros primates (Uda et al.
2001, Liu et al. 2007), han mostrado una
variacion importante en la region extracelular.
Este no es el caso de la cadena , en donde se
encontr6 una identidad del 100% entre Aotus
y otros primates. Esta region es bastante
pequeia, solamente tiene 9 aminoacidos
y se ha sugerido que es importante tanto
en la asociacion del complejo como en la
sefializacion (Bolliger et al. 1997); se ha
mostrado también que la cadena { es esencial
en la expresion del complejo en la superficie
celular y en la internalizacion del mismo que
se produce después de la interaccion con las
células presentadoras, la region extracelular
podria jugar un papel importante en esta
movilizacion (La Gruta et al. 2004). Con
base en lo anterior y con un tamafio tan
reducido de la region extracelular, tal vez se
pueda explicar la identidad absoluta que se
encuentra en la comparacion con los otros
primates.

La cadena ( forma homodimeros (- y
ocasionalmente heterodimeros £-n, los
cuales se producen por un puente disulfuro;
una cisteina en la posicion 2 de la porcion
transmembranal es la responsable de este
enlace (Orloff et al. 1989). La region
transmembranal de las proteinas del complejo
asociado y las cadenas a y B del receptor
tienen como caracteristica la presencia de
aminoacidos polares; los de las cadenas o y
B son de caracter basico y los del resto de las
cadenas son acidos. Se ha establecido que
estos aminoacidos polares son esenciales para
el ensamblaje del complejo (Call et al. 2005).
Se ha mostrado adicionalmente que el acido
aspartico (D) en la posicion 6, la leucina (L)
en la posicion 9, la tirosina (Y) en la posicion
12, la treonina (T) en la posicién 17 y la
fenilalanina (F) en la posicion 20, resultan
esenciales para la formacion de los dimeros
(Call et al. 2006). En la cadena { de Aotus que
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se esta reportando, todos estos aminoacidos,
se encuentran conservados.

En cuanto a la region intracelular de la cadena
C, se encontr6é nuevamente un alto grado de
identidad entre Aotus y los primates del viejo
mundo, los tres IT4AMs que son las subregiones
mas caracteristicas de esta porcion de la
proteina estan plenamente conservados. Se
ha propuesto que la fosforilacion de estos
ITAMs es un evento clave en la sefializacion
tanto en la maduracion de los timocitos, como
en la activacion del linfocito T en la periferia
(Kersh et al. 1999). Sin embargo, algunos
hallazgos experimentales son controversiales
acerca del papel que juega la fosforilacion
en estos eventos. Se han planteado dos
modelos para explicar la activacion que no
son del todo excluyentes: en uno, teniendo en
cuenta la multiplicidad de /TAMs en todo el
complejo, se habla de una posible redundancia
y que diferentes combinaciones de /TAMs
fosforilados se encargan de la transmision de
la senal. En el otro se habla de independencia
de los mddulos ({ y CD3), siendo el complejo
CD3 el predominante para la progresion de
la sefial y £ ejerciendo el papel de sensores
(Pitcher et al. 2003b). Los diferentes estados
de fosforilacion de los /TAMs en la cadena {
pueden ser esenciales para determinar cuales
moléculas se asocian con ellos y de esta forma
establecer tipos diferentes de respuesta (Chae
et al. 2004).

El alto grado de conservacion que se encuentra
en la cadena £ dentro de los primates, incluido
el Aotus, es indicio de su relevancia fisioldgica
y sugiere que la funcionalidad de la molécula
de Aotus es semejante a humanos en aspectos
como: la fosforilacion (Pitcher et al. 2003c¢,
2005); la dinadmica de la recirculacion del
TCR que involucra a £ (D’Oro et al. 2002,
Lauritsen et al. 2004, Myers et al. 2005); y
en algunos cambios estructurales que podria
exhibir esta cadena y que estarian relacionados
con los eventos de fosforilacion de los ITAMs
(Aivazian et al. 2000, Sigalov et al. 2004). En



el caso de otras cadenas del complejo como la
CD3y se ha mostrado en un estudio en humanos
que cambios en algunos aminoacidos, tienen
efectos dramaticos en la asociacion con CD3¢g
y en la expresion en superficie de todo el
complejo (Thomassen et al. 2006). Quizas haya
controversia en cuanto a la funcion especifica
de la fosforilacion de los /7AMs de la cadena
€ durante la activacion del linfocito T, pero es
claro que esta molécula es esencial para una
adecuada respuesta inmune adaptativa, tal es
asi, que en cancer y en enfermedades auto-
inmunes como el lupus eritematoso se han
reportado alteraciones en la expresion de esta
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Un analisis filogenético con base en la
secuencia de aminoacidos de { (Figura 3),
agrupo6 al 4. nancymaae con los otros primates,
como era de esperarse. La secuencia de Aotus
mostr6 una insercion de 2 aminoacidos en la
region intracelular con respecto a humanos y
chimpancé. Sin embargo, ni con los macacos,
ni con el papién ni con el mangabey se
encontrd esta diferencia. Esto sugiere que el
caracter visto en Aotus es ancestral y que mas
bien humanos y chimpancés perdieron los
dos codones después de la divergencia entre
los primates del viejo y del nuevo mundo, la
cual se produjo hace aproximadamente 500

proteina (Whiteside 2004). millones de afios.
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—

0.1

Figura 3. Arbol filogenético de Minimum Evolution, con matriz JTT y pairwaise deletion con
10000 réplicas de bootstrap. El arbol se construy6 con las secuencias de aminoacidos de la
cadena { de los diferentes organismos. 4. nacymaae (Aona) se agrupa con los otros primates del
viejo mundo. El arbol esta de acuerdo a las relaciones entre especies. Especies y accesos: Papio
anubis (Paan, ABD96178); Cercocebus torquatus (Ceto, ABD96180); Macaca fascicularis
(Mafa, ABD96182); Macaca mulatta (Mamu, ABD96184); Homo sapiens (Hosa, NP_932170);
Pan troglodytes (Patr, XP_001174731); Oryctolagus cuniculus (Orcu, NP_001075471);
Rattus norvegicus (Rano, AAA40900); Mus musculus (Mumu, P24161); Ovis aries (Ovar,
NP_001009417); Bos taurus (Bota, AAI19997); Xenopus laevis (Xela, NP_001079185);
Salmo salar (Sasa, ABO10194); Danio rerio (Dare, NP_001093627); Bubalus bubalis (Buba,
AAY59894); Gallus gallus (Gaga, CAA05334); Aotus nacymaae (Aona, EF656481).
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La estructura primaria de la cadena { de 4.
nancymaae mostrada aqui, confirma que
esta proteina tiene un alto grado de identidad
entre diferentes organismos, a pesar de los
tiempos de divergencia entre los mismos,
esto muestra que estd sometida a una gran
restriccion funcional. Ya se ha planteado
que las moléculas del complejo TCR y las
rutas de sefializacion se hallan conservadas
(Gouaillard et al. 2001) y si bien estos
hechos apoyarian la utilizacion de Aotus
como modelo experimental para probar
vacunas y medicamentos con uso potencial
en humanos, habria que decir también que las
comparaciones muestran que otros organismos
tienen caracteristicas semejantes.
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