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Caracterizacion de la cadena CD3 épsilon en el primate del

nuevo mundo Aotus nancymaae

Hernando del Castillo, Jean Paul Vernot
Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D. C., Colombia

Introduccién. Elcomplejo asociado al receptor de las células T esta constituido por las moléculas
CD3 (3, V, €) y las cadenas (, todas proteinas transmembrana esenciales para la transduccion
de sefiales durante la activacion del linfocito y la respuesta inmune, asi como durante el
desarrollo de los timocitos.

Objetivo. En este trabajo se buscaba determinar la estructura primaria de la cadena CD3g, en
el mono del nuevo mundo, Aotus nancymaae.

Materiales y métodos. A partir del ARN total obtenido de células mononucleares de sangre
periférica, se amplificé la molécula de CD3g, luego se cloné en un vector y, finalmente, se
secuencio.

Resultados. Se presenta la secuencia deducida de aminoacidos de la cadena CD3¢g de A.
nancymaae. Se establecié una identidad de 84% y de 76% en la secuencia nucleotidica y la
de aminoacidos, respectivamente, con su contraparte humana. La molécula de Aotus muestra
bastante variabilidad en la region extracelular y bastante conservacién en la intracelular.
Estan conservadas subregiones del ectodominio que son importantes para el plegamiento de
la molécula, asi como para la asociacion con las otras cadenas del complejo.

Conclusiones. La estructura primaria determinada aqui sugiere que la proteina de Aotus tiene
una funcionalidad similar y que los pasos iniciales de activacion de la célula T se suceden
como en los humanos; por otra parte, la gran variabilidad encontrada en el ectodominio,
permite explicar por qué algunos anticuerpos monoclonales dirigidos contra el complejo CD3
de humano no reconocen estas estructuras en el Aotus.

Palabras clave: sistemainmune, receptores del antigeno de célula T, antigenos CD3, proteinas
adaptadoras transductoras de sefiales.

Characterizing the CD3 epsilon chain from the New World primate Aotus nancymaae

Introduction. The T-cell receptor (TCR)-associated complex, CD3 (d, Y, €) and {-chains are
essential transmembrane proteins for signal transduction during T cell activation and immune
response, as well as during thymocyte development.

Objective. This work established the CD3g-chain primary structure for the New World owl
monkey Aotus nancymaae.

Materials and methods. Total RNA was isolated from peripheral blood mononuclear cells;
CD3¢e molecule was amplified, cloned and sequenced.

Results. The CD3¢g amino acid sequence was deduced for the owl monkey Aotus nancymaae.
It has an identity for nucleotide and amino acid sequences with the human counterpart of 84%
and 76%, respectively. As described in other species, the Aotus CD3-& molecule is very variable
in the extracellular region and greatly conserved in the intracellular domain. Even though high
variability occurs in the CD3g-extracellular domain, the subregions involved in ectodomain
folding are conserved.

Conclusions. The primary structure suggested that the Aotus protein has a functional role
similar to that of humans, and that the initial T-cell activation steps are also similar. However,
the great variation observed in CD3g-extracellular region in humans in contrast to the Aotus
(especially in areas that are surface-exposed) indicated that some monoclonal antibodies
against the human CD3 complex will not recognize these Aotus determinants.
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transducing.

Los monos del nuevo mundo Aotus sp. son usados
como modelo experimental para estudiar algunas
enfermedades parasitarias humanas, como, por
ejemplo, el paludismo producido por Plasmodium
falciparum y Plasmodium vivax, debido a que
estos monos son susceptibles a la infeccion (1,2).

El modelo tiene claras ventajas (3) pero, también,
importantes aspectos desfavorables; los primates
del viejo y del nuevo mundo divergieron hace,
aproximadamente, 58 millones de afios; durante
ese tiempo se han venido acumulando cambios a
diferentes niveles, incluido el molecular. Esto
resulta relevante no sélo para las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clases |y
I, las cuales coevolucionan con los patdgenos
(4,5), sino también, para moléculas involucradas
en la transduccién de sefiales en las células del
sistema inmune. Las variaciones a este nivel
podrian ser responsables de inducir respuestas
inmunitarias diferentes y sugerir que una vacuna
que resultara exitosa en Aotus, pudiera no ser
efectiva en humanos (6). Los puntos anteriores
ilustran la importancia de caracterizar el sistema
inmune de estos primates.

El reconocimiento especifico del antigeno en el
linfocito T es llevado a cabo por el receptor de las
células T, mientras que el complejo CD3 (3, Y, €)
y las cadenas ¢ (complejo asociado a dicho
receptor), son responsables de la transmision de
las sefales (7,8). Todas las cadenas asociadas
al receptor contienen en sus regiones intra-
celulares los llamados motivos de activacion de
los inmunorreceptores basados en tirosina
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif,
ITAM); estos motivos son fosforilados por cinasas
de proteinas de la familia Src durante las etapas
iniciales de activacién de la célula T (9,10).
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Los ITAM fosforilados se constituyen en sitios
de asociacion para proteinas adaptadoras que
portan los dominios SH2 y para otras enzimas
(11). Estas sefiales son importantes, no solamente
durante la activacion del linfocito T, sino también
durante el desarrollo de los timocitos, especial-
mente en la transicion de la células doble
negativas a las doble positivas (12). En general,
estos ITAM son responsables del adecuado
funcionamiento de la célula T y, por ende, de la
respuesta inmune adaptativa (8).

Recientemente se ha demostrado que se induce
un cambio estructural en el complejo CD3 cuando
las células T son estimuladas con anticuerpos
anti-CD3; esta modificacion expone unaregién en
el dominio citoplasmatico de la cadena €, que es
rica en poliprolina y que se vuelve un sitio de
asociacion para la proteina adaptadora Nck. Este
cambio estructural es inducido también en
timocitos durante la activacion del receptor. La
asociacion entre la proteina Nck y la cadena €
precede a la fosforilacion de los ITAM y es
esencial para la activacién del linfocito T (13-15).

La estructura primaria de la cadena CD3¢ ha sido
determinada en el humano (16), en ratones (17);
primates del viejo mundo: Macaca fascicularis
(18), Macaca mulatta (GenBank, acceso nUmero
XM_001097204) y Pan troglodytes (GenBank,
acceso nimero XM_001160645); en el primate del
nuevo mundo Callitrix jaccus (GenBank, acceso
namero DQ189218) y en otras especies. Las
proteinas CD3 constituyen una familia de genes
(cadenas 9, Y, €) que en humanos se han mapeado
en el cromosoma 11 en la banda ¢g23. Las
comparaciones de secuencias indican que las
moléculas &y y son altamente homdlogas tanto
en humanos como en ratones, mientras que € esta
menos relacionada (17,19-21).

La caracterizacion de los distintos componentes
involucrados en la activacion de la célula T, asi
como la evaluacion de la funcion celular, son
elementos importantes para entender lainmunidad
del Aotusy, de esta forma, establecer la utilidad
del modelo animal en el estudio de enfermedades
como el paludismo. Recientemente hemos
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caracterizado algunas moléculas de Aotus sp. que
son importantes en la transduccién de sefales y
hemos realizado estudios funcionales con células
tendientes a comparar los respuestas inmunes
(22-24).

En este reporte presentamos la estructura pri-
maria de la proteina CD3¢ de A. nancymaae, la
cual se harevelado como una pieza central durante
los pasos iniciales de la activacién de lacélula T.

Materiales y métodos
Muestras biolégicas

Las células mononucleares de sangre periférica,
se obtuvieron de siete monos A. nancymaae
capturados en laregion de la amazonia colombiana;
todas las muestras recibidas (12) se probaron para
la presencia de filarias y solamente se procesaron
aquellas muestras libres de parasitos. Las
microfilarias se observaron directamente en el
microscopio, colocando una gota de sangre total
en un portaobjetos.

Las células mononucleares de sangre periférica
se aislaron por un gradiente de separacion en Ficoll
Hypaque (Sigma, St Louis, Mo). La viabilidad
celular se determiné por la exclusion del colorante
azul de tripano. A muestras con mas de dos
millones de células se les extrajo el ARN total.
Todos los animales usados en esta investigacion
se manejaron de acuerdo con los protocolos del
Ministerio de la Proteccién Social (8430/1993),
bajo la supervisiéon de Corpoamazonia.

Extraccion del ARN total y sintesis de cCADN

El ARN total se aislé de las células mononucleares
de sangre periférica de A. nancymaae usando el
método del trizol (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA) y se almacené a -70 °C. En las
mismas condiciones se aislé también ARN total
de humano, para ser usado como control. EI CADN
fue sintetizado utilizando el sistema One-step RT-
PCR (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA)
y los iniciadores especificos AGTTCTGGGCCTC-
TGCCTCT (sentido) y ATGCGTCTCTGATTCAGG-
CC (antisentido). El perfil de sintesis usado fue:
30 minutos a 55 °C; 2 minutos a 94 °C; 40 X (15
sa94°C,30sab55°C, 60sa68°C); 5minutos
a68-°C.
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Ligacion, secuenciacion y analisis

Los productos de amplificacion se extrajeron de
geles de agarosa de bajo punto de fusion al 1%
utilizando la enzima agar-ACE (Promega, Madison)
y se ligaron en el vector pGEM-T easy (Promega,
Madison). Posteriormente, los plasmidos recombi-
nantes se extrajeron de las bacterias transformadas
usando un sistema miniprep (Promega, Madison).
Todas las secuencias fueron realizadas por
Macrogen Inc. (www.macrogen.com). Se llevaron
a cabo por el método de Sanger, usando
terminadores Bigdye, en condiciones ciclicas, los
productos se purificaron por precipitacién etandlica
y se corrieron y leyeron en el secuenciador
automatizado ABI3730XL; en la reaccién se
usaron iniciadores universales PUC-M13 dirigidos
contra el vector.

Las secuencias de nucleotidos se editaron con el
programa Chromas (version 1.45) y la secuencia
de aminoacidos se dedujo con el Generunner
(version 3.05); los alineamientos se hicieron con
el ClustalX (version 1.83) y se editaron con el
Genedoc (version 2.6.001); la matriz de
sustitucion PAM 250 fue usada para hacer los
célculos de homologia entre las secuencias de
aminoécidos. El arbol de Minimum-evolution (ME),
Maximum likelihood (ML) y Parsimony (Pars) se
construyo utilizando: TREEFINDER (versién mayo
de 2006) y DNAPARS, que estan incluidos en el
paquete PHYLYP (version 3.66, agosto de 2006).
Una aproximacion bayesiana se utiliz6 para inferir
las relaciones filogenéticas, programa Mr. Bayes
(version 3.1.2).

Resultados

Obtencion del cADN de la cadena CD3 € de A.
nancymaae

Los iniciadores utilizados para la amplificacion de
la cadena CD3¢e de Aotus, se disefiaron con base
en la secuencia de CD3e de humano; el iniciador
sentido esta dirigido contra la regién del péptido
lidery el antisentido contra la region citoplasmatica,
empezando cuatro nucledtidos corriente arriba del
codén de parada. Los productos de amplificacion
se observaron en gel de agarosa (figura 1A). Una
banda de aproximadamente 600 pb se extrajo del
gely se ligé en el vector pGEM-T easy. Luego de
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la ligacién, la presencia del inserto se confirmé
por PCR, utilizando iniciadores universales contra
el vector y los especificos contra la cadena ¢
(figura 1B).

Secuencia de la cadena CD3 g€ de A.
nancymaae

La secuencia de la cadena CD3e de A. nancymaae
correspondiente a un consenso de siete clones
secuenciados independientes se reportd en el
GenBanky recibié el nUmero de acceso EF547186;
en el cuadro 1 se muestran los cambios en los
diferentes codones en los siete clones secuenciados.
Con base en la secuencia consenso de nucleétidos,
se predijo la secuencia de aminoacidos y se
realizaron los respectivos alineamientos. Las
comparaciones realizadas entre las secuencias de
CD3e de Aotusy las de otros primates mostraron

1300 pb

600 pb

Figura 1A. Gel de agarosa, en donde se muestra la
amplificacion con iniciadores especificos para CD3e. Carril
1: marcador de peso; carril 2: amplificacion a partir de ARN
total humano; carril 3: control de amplificacion humano; carril
4: amplificacion a partir de ARN total de A. nancymaae; carril
5: control amplificacion Aotus. Se observa una banda de
aprox. 600 pb, tanto con el material de humano como con el
de Aotus, carriles 2 y 4.

CD3 épsilon en Aotus nancymaae

los siguientes porcentajes de identidad en
secuencia de nucleétidos y de aminoacidos
respectivamente: 84% y 76% con Homo sapiens,
80% Yy 71% con Pan troglodytes; 86% 'y 77% con
Macaca fascicularis, 87% y 78% con Macaca
mulatta; 97% y 96% con Callitrix jaccus.

En el cuadro 2 se muestra la sustitucion de
codones entre estos mismos primates; para hacer
esta comparacion, la region codificadora de la
molécula de mARN se dividié de acuerdo con las
regiones en la proteina. Ademas de estos
cambios, se encuentra que H. sapiens'y P.
troglodytes tienen una insercion de ocho codones
y P. troglodytes una delecién de un coddn con
respecto a Aotus. Los otros tres primates
presentan también la delecion de un codon; tanto
la insercion como las deleciones se localizan en
el segmento que determina el ectodominio.

1500 pb—»

500 pb—»

Figura 1B. Gel de agarosa que muestra la amplificacion a
partir de tres colonias de Escherichia coli (JM109),
transformadas con cADN de la cadena CD3¢ de A.
nancymaae. Marcador de peso, carriles 1y 8; amplificacién
colonia 1, iniciadores PUC-M13 (carril 2); iniciadores
especificos de CD3e (carril 3); las mismas amplificaciones
para la colonia 2 (carriles 4 y 5) y para la colonia 3 (carriles
6y 7). La amplificacion con los iniciadores PUC-M13 produce
bandas de cerca de 800 pb y con los iniciadores especificos
bandas de 600 pb, aproximadamente.
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Cuadro 1. Se muestran los cambios por regién, en diferentes codones de los 7 clones de CD3e de A. nancymaae que se
secuenciaron; en todos los casos la secuencia consenso se escogid en base a la que mas se repetia.

S E T |
CL\CD 12 20 27 46 71 74 114 135 148
1 TGG ATA CCG GGA GTT ATG GTG TGG CGA
2 TGG ATA CCG GGC TTT ACG GTG TGG CGA
3 TGG ATA CCG GGC TTT ACG GTG TGG CGA
4 TGG ATA CCA GGA TTT ATG GTG TGA CGA
5 TGG ATG CCA GGA TTT ATG GTG TGG CGA
6 TGG ATA CCG GGC TTT ATG GAG TGG CAA
7 CGG ATA CCA GGA TTT ATG GTG TGG CGA
AA. w | P G F M/T \% S R

S: codifica péptido sefial; E: extracelular; T: transmembrana; I: intracelular. CL: nimero de clon; CD: nimero de codon;

A.A.: aminoacido codificado.

Cuadro 2. Comparacion de la secuencia de nucleétidos de CD3e de A. nancymaae con otros primates, en términos de

sustituciones.

H. sapiens P. troglodytes M. fascicularis M. mulatta C. jaccus
S NS Total S NS Total S NS Total S NS Total S NS Total
Region S 1 1 2 0 2 2 1 2 3 1 2 3 0 0 0
E 8 34 42 9 40 49 8 36 44 7 35 42 5 4 9
T 0 3 3 0 3 3 0 1 1 0 1 1 0 1 1
| 2 1 3 2 2 4 3 2 5 3 2 5 0 1 1
Total 11 39 50 11 47 58 12 41 53 11 40 51 5 6 11

S: cambios sinénimos; NS: cambios no sinénimos; Total: cambios totales. Para realizar las comparaciones, la molécula de
mARN se dividio de acuerdo con las regiones de la proteina que codifica. S: péptido sefial; E: extracelular; T: transmembrana;

I: intracelular.

En el cuadro 3 se muestran los porcentajes de
identidad por regiones al comparar las proteinas
de los mismos primates. La proteina de Aotus
tiene una gran variabilidad en la region extracelular
con respecto a los primates del viejo mundo,
mientras que las regiones transmembrana e
intracelular exhiben poca variacion.

Por otra parte, residuos que se han descrito como
importantes para la funcionalidad y para la
estructuracion de la cadena CD3e estan muy
conservados en todas las regiones de la proteina
de Aotus; se pueden destacar (V, V, C, I, L, G, Y,
C,R,C, N, C, E) en laregion extracelular; (D) en
la region transmembranay (Y, Y) en el citoplasma.
En este mismo sentido, tanto el ITAM como la
region rica en poliprolina de la cadena CD3¢ tienen
una identidad del 100% con respecto a los otros
primates comparados; en la figura 2 se muestra
un alineamiento entre las proteinas de humanoy
de Aotus, se indican los aminoé&cidos diferentes
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y se resaltan algunas subregiones y residuos
importantes.

Discusion

En este trabajo se reporta la secuencia deducida
de aminoacidos de la cadena CD3¢ del mono del
nuevo mundo, A. nancymaae; la secuencia de la
proteina de Aotus mostré un porcentaje mas alto
de homologia con la proteina de C. jaccus, el otro
primate del nuevo mundo, en contraste con los
del viejo mundo. Asi mismo, la secuencia de
aminoacidos de la cadena CD3¢e de Aotus mostré
una variabilidad significativa en la regién
extracelular y una gran conservacién en laregiéon
intracelular (cuadros 2 y 3). Este hallazgo esta en
concordancia con reportes previos en otros
organismos (17-20) (namero de acceso al
GenBank XM_001097204; XM_001160645 y
DQ189218) y también para otras moléculas
transmembrana del Aotus (23,25-27). A pesar de
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la gran variabilidad encontrada en la porcién
extracelular de la proteina CD3e de A. nancymaae,
los residuos considerados esenciales para la
estructura tridimensional estan conservados (30-32).

Se ha demostrado experimentalmente que los
dimeros ey de ratén se asocian con el receptor
de las células T humano y la cadena 6 humana
se asocia con la cadena ¢ y el receptor de las
células T de ratén (12,30), lo cual indica que sub-
regiones en el ectodominio estan conservadas
entre estos organismos. Con un grado de
homologia més alto en el ectodominio entre
humano y Aotus se puede suponer que estas

Cuadro 3. Comparacion de las secuencias de aminoacidos
de la cadena CD3e de A. nancymaae con otros primates. Se
indica el porcentaje de identidad en cada una de las regiones
de la proteina.

Region Hs Pt Mf Mm Cj

E 59,6 50,5 61,5 62,5 94,8
T 88,5 88,5 96,2 96,2 96,2
| 98,1 96,3 96,3 96,3 98,1
Total 76,3 71,1 77,8 78,3 96,3

E: extracelular; T: transmembrana; |: intracelular; Hs: H.
sapiens, Pt: P. troglodytes; Mf: M. fascicularis; Mm: M. mulatta
y Cj: C. jaccus. Los gaps se tuvieron en cuenta para calcular
los valores.

Homo
Aotus

Homo
Aotus
Homo

Aotus
Homo
Aotus
Homo

Aotus

K.LI..Q.KE.H..-———-

CD3 épsilon en Aotus nancymaae

asociaciones son también posibles. En el
complejo receptor de las células T las superficies
expuestas son limitadas; se ha visto que
diferentes anticuerpos monoclonales especificos
para el complejo CD3 humano pueden reconocer
el mismo epitopo de conformacion producido por
los dimeros €0y gy (31-33).

La prediccion de la estructura secundaria para el
ectodominio de la CD3¢ de Aotus (28,29) indica
una organizacion de hoja plegada (3 similar a las
reportadas en humano y en ratén (30,31); en la
figura 3 se muestra un alineamiento del
ectodominio entre diferentes primates y el raton;
se puede observar la conservacion de residuos
en las subregiones responsables del plegamiento
de la proteina (A, B, C, E, Fy G) y variabilidad de
residuos en las interregiones (-A, AB, BC, CE y
FG), de acuerdo con las estructuras reportadas
para los dimeros ey y €d de humano (31,32) y ey
de ratén (30); las interregiones, especialmente BC,
CE y FG son las zonas expuestas.

Los estudios en monos Cinomolgusy Rhesus han
demostrado que la reactividad del anticuerpo
monoclonal FN18, el cual es especifico para
primates no humanos, depende de los amino-
acidos ubicados en las posiciones 35, 45 y 50,

VLGLCLLSVGVWGODGNEEMGGITOTPYKVSISGTTVILTCPOYPGSE

DT..N........... T....L.D.H.

ILWQHNDKNIGGDEDDKNIGSDEDHLSLKEFSELEQSGYYVCYPRGSK

-——-HL.L.ED...M...... A.LSKETP

PE DANFYLYLRARVCENCMEMdVMSVAT IVIVDICI TGGLLLLVYYWSl

A.K.SH....K....... V.V...A...V...o.o. .. Lo

Figura 2. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la cadena CD3¢ de humano y de Aotus. Los puntos y los
guiones representan identidad y el gap, respectivamente. El péptido sefial se muestra en letra cursiva; el dominio extracelular
esta sombreado; la region transmembranal se encuentra enmarcada y el dominio intracelular se muestra en letras normales;
la regién rica en poliprolina y el inmunorreceptor basado en tirosina estan subrayados. En negrilla se resaltan residuos

importantes en todas las regiones.
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Cd3¢” -A A B BC C CE E F FG G
Homo DGNEEMGGITQTPYKVSISGTTVILTCPQYPGSEILWQHNDKNIGGDEDDKNIGSDEDHLSLKEFSELEQSGYYVCYPRGSKPEDANFYLYLRARVCENCMEMD
Pan DGEINFPSFSP-AYKVSISGTTVILTCPQYPGSEILWQHNDKNIGSDEDDKNIGSDEDHLSLKEFSELEQSGYYVCYPRGSKPEDANFYLYLRARVCENCMEMD
M. Mulat. DGNEEMGSITQTPYHVSISGTTVILTCSQHLGSEVQWQHNGKNKE-DSGDR--—~—~—~ LFLPEFSEMEQSGYYVCYPRGSNPEDASHHLYLKARVCENCMEMD
M.fasci. DGNEEMGSITQTPYQVSISGTTVILTCSQHLGSEAQWQHNGKNKG-DSGDO--~-—---~ LFLPEFSEMEQSGYYVCYPRGSNPEDASHHLYLKARVCENCMEMD
Callithrix DGNEEMGDTTQNPYKVSISGITVTLTCPRYDGHEIKWLVNSQNKEGHEDH----—=~--~ LLLEDFSEMEQSGYYACLSKETPAEEASHYLYLKARVCENCVEVD
Aotus DGNEEMGDTTQONPYKVSISGTTVTLTCPLYDGHEIKWLINDONKEGHEDHL--—-—---— LLLEDFSEMEQSGYYACLSKETPAEKASHYLYLKARVCENCVEVD
Mus DDAENI------ EYKVSISGTSVELTCPLDSDENLKWEKNGQELPQKHDKH-----—--~— LVLODFSEVEDSGYYVCYTPASN---KNTYLYLKARVCEYCVELD

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 104

Figura 3. Alineamiento de la region extracelular de la cadena CD3¢e de primates y de raton. El sombreado muestra las hojas
plegadas B, determinadas con base en la estructura de la proteina (humano y raton). Las interregiones (-A, BC, CE y FG)
exhiben alta variabilidad y son las areas expuestas de la cadena CD3e.

los cuales estan ubicados en las interregiones BC
y CE de la cadena CD3¢ (18,34); los linfocitos T
de monos con alta reactividad al FN18 tienen los
aminoacidos V, E y R en estas posiciones, mientras
gue aquéllos con baja reactividad son homocigotos
en CDa3g, con algunos de estos cambios: V35A,
E45G y R50Q.

Es interesante notar que en los humanos en la
posicién 45 se encuentra un residuo G y en Aotus,
un residuo E; en los humanos en la posicién 50
hay un E y en Aotus esta posicién corresponde al
inicio de la delecién. Esto puede sugerir que los
anticuerpos que reconozcan las zonas que
involucren estos residuos en los humanos, podrian
no reconocer la cadena CD3¢ de Aotus. De hecho,
en los estudios de citometria de flujo en los cuales
se han utilizado células mononucleares de sangre
periférica de Aotusy anticuerpos monoclonales
contra CD3 de humano, no se ha podido encontrar
reactividad del anticuerpo (no se presentan los
resultados). Los anticuerpos monoclonales
especificos contra el CD3 de humano, OKT3 y
UCHTL1 reconocen un epitopo de conformacién
producido por aminoécidos ubicados en las
interregiones BC, CE y FG de la cadena CD3¢
(31,32). La estructura primaria de CD3¢ de A.
nancymaae que se ha determinado aqui, muestra
una gran variacién precisamente en estas
interregiones, posiciones 29, 31, 33, 36, 42, 44,
45, 47,50, 51, 52-59 (gap), 77, 78, 79, 80, 81, 82,
83, 85, 87 y 88 (figura 3).
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En la regién transmembrana se encontré en todos
los primates comparados un alto porcentaje de
identidad en la cadena CD3g, incluido el residuo
acido (D), esencial para la interaccién con residuos
basicos que se encuentran en las cadenasa y 8
del receptor de las células T y que son
responsables de la organizacién del complejo
multimérico (35,36).

El dominio intracelular de la cadena CD3¢ también
muestra un alto grado de conservacion entre los
diferentes organismos, incluido el Aotus. Reportes
recientes han enfatizado los multiples papeles que
juega el complejo CD3, especialmente la cadena
€, en la sefializaciéon del linfocito T. Se ha
planteado que los dimeros ye/de permiten la
sefializacién normal en la célula T en ausencia
de los ITAM de la cadena C (37). La fosforilacién
selectiva de la cadena € por parte de la cinasa de
proteinas p56Lck sugiere un papel potencial en la
regulacion de la sefializacion de la célula T a
través del complejo receptor de las células T,
probablemente por el reclutamiento diferencial de
moléculas de sefializacion o de su activacion (38).
Se ha planteado que un cambio estructural que
estd implicado en la sefializacion del linfocito T
se induce en el complejo CD3 después de la
activacion del receptor de las células T (39); sin
embargo, experimentalmente se ha demostrado
también que la asociacion Nck-¢€ no se necesita
para la funcionalidad ni para el desarrollo de la
célula T (40). En conjunto, la evidencia experimental
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sustenta la importancia del complejo CD3 en la
funcionalidad del linfocito T y la necesidad de su
conservacion.

Se han reportado variaciones intraespecificas
en algunos aminoacidos en la regién extracelular
de la cadena € de humano, chimpanceé (interregion
—A), M. fascicularis (interregion CE) (18) y en M.
mulatta (34), lo cual indica que CD3¢ es una
proteina polimérfica. Siete clones independientes
de CD3e de A. nancymaae se secuenciaron en el
presente trabajo, encontrandose algunos cambios
de nucleétidos principalmente en la regién
extracelular; sin embargo, en todos los casos
estos cambios fueron sinénimos. Es probable que
sea hecesario secuenciar un mayor niumero de
muestras de la cadena € de Aotus, para poder
establecer si se trata también de una proteina
polimoérfica.

Un arbol filogenético con base en las secuencias
de aminoacidos de CD3¢ de diferentes vertebrados
agrupé al Aotus con los otros primates y en
estrecha cercania de C. jaccus, el otro primate
del nuevo mundo.

Los resultados presentados aqui muestran una
estructura primaria muy similar para la cadena
CD3e de A. nancymaae, no solamente en la
comparacién con humanos, sino también con
otros organismos. Esta similitud indica una
importante restriccion funcional para esta
moléculay los eventos de sefializacién intracelular
mediados por ella. Por otra parte, la gran variacion
encontrada en la regién extracelular en la
comparacién entre humanos y Aotus, sugiere que
el uso de anticuerpos contra células T humanas,
para estudiar estas mismas ceélulas en Aotus,
puede llevar a interpretaciones erréneas de los
resultados obtenidos.
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