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The Road goes ever on and on 

Down from !he door where it began. 

Now far ahcad !he Road has gonc, 

And 1 mus! follow, if 1 can, 

Pursuing il with eager fect, 

Until itjoins a larger way 

Wherc many paths and errands mee!. 

And whither then? 1 cannot say. 
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11; Resumen 

El linfocito T es capaz de responder a antfgcnos gracias a la expresión de un receptor 

llamado TCR ("T ccll receptor"). Este receptor esll\ asociado a un conjunto de protefnas capaces 

de trunsducir señales conocidas como complejo TCR~/CD3, Este complejo está constituido por 

las cadenas CD3y, CD31l, dos cadenas CD3e y un dfmero de TCR~. La complejidad del modulo 

TCR~/CD3 ha llevado a postular que estas distintas cadenas pudieran tener un papel cuantitativo, 

amplificando la señal de activación, o bien, un papel cualitativo, permitiendo la discriminación de 

señales a través de cada una de ellas de fomia individual, Los estudios dirigidos a resolver cuál es 

el papel de las cadenas del complejo, se basaron en la eliminación de las cadenas; y demostraron 

que el proceso de diferenciación de los linfocitos T se detenfa en diferentes puntos dependiendo 

de la cadena que se eliminaba. Sin embargo los resultados fueron diílciles de interpretar, ya que 

la eliminación de las cadenas en ocasiones afectaba la expresión o función de otras. Por otro lado, 

en linfocitos T maduros, los estudios dirigidos a investigar el papel de las c~denas se han basado 

en la generación de receptores quiméricos conteniendo .1~s d¿~ini~s cii~pla~eáti,~~s ~e cada 

cadena fusionados a la región extracelular y transm'embránáLde' di~tini~t~,~~léculas.' Dichos 
., ;. . .¡e: ·.-.. ·: ;~.: .. \ ' ,.c:.':''- ·-.';o.''. .. , . :'; ·~--, .:.:~; ·-.e 

estudios han generado resullados contradictorios, sobretodo~uando Jo'sre¿~ptoíc:s quhnériéos ~e 

han expresado en ratones transgénicos donde Ia capacl~ai~e. ~J;iv~iióf: ~~~ional ha vari~do 
dependiendo de la quimera estudiada. En conclus;~n, 1€cJ~,Í~b~~i;i·i,~di~i~u~(de'.'~~da~na de 

las cadenas a las señales mediadas por el complej<J' 'fcR.~/cOies~ún~~~ illcóWiiia;•.··..... .· 

En este trabajo se analizó I~ coniribu:~i~~:~t1J~1Ja'~el¡~rJd~~:~:~¿i~:i;d~{'bo~recep;or . 
. .',·· ··-~ ·' ·:o>'.:-··-~---<--.<'.. >\:.< '' .. ;:.··'·;0;'.:,~:.:'· ;,,J>,.:-.J/-.-<>;,:'.'-~< ·'.· ... '.' :>. ·:.·:. 

CD4, en las vfas de señalización involucradás' en' la activación de los linfcii:itos .T; Pára imitar la 

activación de las ·cadenas, se-~tiliz~ ~~'·tist~ma ~~·dimerlzaciÓ~?~J;:·~~j~~~it~·,:~ntrecruzár 
' 

intracelulannente la cadena TCR~ y el ce-receptor C~4. Se gene~~in q~imeras que contienen 



las colas citoplasmáticas de ~ y CD4, unidas a tres copias del ligando para el dimerizador, Las 

quimeras se expresaron establemente en un hibridoma murino de células T y en lineas tumorales 

de linfocitos T humanos. La función de las quimeras se analizó mediante el análisis de 

fosforilación de moléculas que participan en la cascada de señalización del TCR, la elevación de 

calcio intracitoplásmico y la activación de factores transcripción importantes en la activación de 

los linfocitos T. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la cadena TCR~ es capaz 

de inducir una señal de activación que involucra la fosforilación de esta cadena asl como la 

fosforilación de la cinasa ZAP-70. Asl mismo, la cadena TCR~ es capaz de inducir la liberación 

de calcio citoplásmico y la activación de factores de transcripción, como NF-A T. Por otro lado, la 

expresión de la quimera de CD4 individualmente, fue capaz de aumentar los niveles de 

fosforilación basal de moléculas "cascada abajo" en la señalización iniciada a través del complejo 

TCRl;/CD3, como lo son las cinasas Erk-1 y 2 asl como de Inducir flujo de calcio 

intracitoplásmico. Cuando se ca-expresó la quimera de CD4 con la quimera de_.TCR~ se observó 

un mayor grado de fosforilación en tirosina de la cadena TCR~. as! como un mayor reclutamiento 

de la· cinasa ZAP-70 fosforilada. Sin embargo, no se observó un Incremento en la elevación de 

calcio obtenida con la quimera de TCR~ individualmente. 



111. Introducción 

lll.a. Respuesta i111111mo/ógica i1111ata y adaptativa. 

El sistema inmunológico es un conjunto de mecanismos de defensa en contra 

microorganismos que pueden ser nocivos para el organismo. La primera respuesta que se genera 

se conoce como respuesta inmunológica innata. Este tipo de respuesta reconoce patrones 

moleculares que se encuentran conservados en los microorgan-ismos. A estos patrones se les 

conoce como patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP's o "Patogen Associated 
,. . -

Molecular Patterns") y son reconocidos especfficamente a través de receptores que se encueniran 
' .. . ' ·:. 

presentes en la superficie de las células' del slste~a inmunolÓglco, Además de qÚe estos 
- .. ' .• -- .·-1. ,___ ·-' .. 

receptores inducen -el rec!Ut;~lent'o dé ot~~· éél~Í~s del sistema lnmunologic~; son capaces de 

Inducir la acti~acló~ d~-;t~~~ ~éc~~i~~os dé ellmlnacl6n del microorganismo, como la 

fagocitosis_ ( d~sc~ta, ~á~ a~e;~~\e).-•• ----

Ad~~ás d~l ~e~~nocíllliénto a través de estos receptores, se han descrito otros 
:·¡,;_•· ' .,_,. ,,_._ 

mecanls~~~ i~v'óiü6rados en -la respuesta inmunológica innata, entre estos -mecanismos se -

encuentran:(¡ )~!sistema del complemento y 2) la fagocitosis. El sistema del compl~~e~t~ es 'un 
. , ' • ·, ' ! .e.· ,.. :. , :-. ~{':',•::; • , 

c~njunto :de ~~s de -30 protelnas que se encuentran presentes en la san~r;Jd ~~ii~~-~iÓ~ d~l 
sisteína del complemento permite la eliminación directa del patógénll o!ét ~~~illb;~~¡~~to: del 

·.:· · : '.~~-~~- ~-,~~-·;;~;'.-º;-;;·;:;;'~~:::'.:sr::~-:-r~'.r.;. ·;:e::i\~.:_: -! _ __ .:.; 

mismo y además permite el reclutamiento de otra~ -célul~s 'C!ét¡ slstcíiúdnmúnlllóglco _que 
. ·_ ;-·f-: .. --· ~, -H~;_- ~,~~·::~~;~:~,_·-~;·:'-,?~,_:/~jl~i~-- ~:;;l~:/~~u~~-~~-.-~rtf n,'. _ ... 

ayudarán a la eliminación de éste. La• fagocitos1s:•es;:et ••proc~so<m_ediante;•'el:-cual !Os -

microorganismos que penetran al organismo son fagéría6~'.-~i/i~;;.1jl ~it~cifüti~~~. '.~~!re los 
: .:·. '> · ·-· ... >._ :~{r;_,:, .. :~~~:~:'.::~:,:,_<':!;~~t:I~~~::~·.';.~:-y;::?{:§}:·;~~-~;;l(·):~t\-.:~·-·:,;. · .. · . 
que se encuentran los macrófagos y los neutr~filos;_ Cuando una· célula fago?fllca ha mtemahzado 

, . . . ··.- ·-::. ;·r;'·.;.;: .. -:~·:.:::i:, \:rr--~~:~r:.· . .--- .. ~:-"" )·-:::·.>-~\- ·; ;.::-. : · 
al patógeno, es capaz de secretar éitocinasy_quimlocirias'cjúe,:actúan-sobre_otras células del 

· · ' "' :· .. · --- · ·- -· "· :,.: ·: .. ·. ;. ~r: __ ::~. ~-;, .. -:· :._·. --, · -:;·1_:· - :,:. · < · 

sistema Inmunológico y las activan: Enire la~ ~itll~111ns qúe'sJcr~iall lo~ macrófagos se encuentran 
' ' . - ... ·- .· ,.,, . - - ... 



las interleucinas I, 6 y 12 (IL.J; IL·6, IL·l2), el factor de necrosis tumoral a (TNF· a.) y la 

quimiocina, interleucinu 8 (IL·B) (revisado en (1, 2)). Sin embargo, los mecanismos de 

inmunidad innata no siempre son suficientes para eliminar al microorganismo, es por eso que se 

requiere de In participación de un segundo mecanismo de defensa conocido como respuesta 

inmunológica adaptativa. 

La respuesta Inmunológica adaptativa es la respuesta que se caracteriza por el 

reconocimiento especifico de antlgcnos particulares de un patógeno y por ser capaz de reconocer 

u estos antlgcnos postcriom1cnte. A esto se le conoce como memoria inmunológica. 

Los antigcnos se definen como todas aquellas moléculas que puedan ser reconocidas por 

los receptores de las células de la respuesta inmunológica adaptativa. Estos antfgenos pueden ser 

desde moléculas que son reconocidas por su estructura terciaria, hasta pequeños fragmentos de 

moléculas que han sido previamente procesados o cortados y que sólo poseen. una est111ctura 

primaria. El reconocimiento de estos antígenos se lleva a cabo por receptores especlfi.~os que se 

encuentran presentes en fa superficie de un grupo de células especializadás d6nocid~s·:·do~o 

linfocitos. Existen dos grupos de linfocitos: los linfocitos B y fo~ li~fo~ho¡ :f. J~s lin°fo~it~s B 
T- ''.·~.>~ e",_:;, :._;-·. : 

son los encargados de reconocer los antígenos que presentan estructu~ t~rciarla;rii'ie~tr/isqu~ los 
;-,~;. •·. :··, . .. . . 

linfocitos T son los encargados de reconocer los nnt!genos previam~nte p:oces¡~()~; ~iése~tados 
en el contexto del Complejo Principal de BistocompatibiÚd~d (MH(;j, p~r fas células 

presentadoras de antígenos. 
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1/1.b. los /i1¡focitos 

Los linfocitos, como se mencionó anterionnente, son las células encargadas de mediar la 

respuesta inmunológica adaptativa, ya que son capaces de reconocer especlficamente a un 

antlgeno y montar una respuesta que pennite la eliminación o la neutralización del mismo. 

Los linfocitos son células de 6-1 O µm de diámei~o, con un núcleo denso y muy poco 
, . . .. 

citoplasma, nsl como con pocos orgnnelos. E~"{~dividuos sanos, los linfociios se encuentran en 

estado de reposo, es decir, no sintetlza~;DN~ /!intetiZlln ~antidades mlnimas de RNA y 

protelnas, Una vez que lo~Iinfoeito~r~cinocen al a~tlgeno, Jás c~lulas en reposo entran en un 

estado de activación, Este ~~Indo de activación se ~~racteriza por el au~ento de• tamaño de las 

células, la slntcsis de RNA en mayores cantidades que les permite prepararse para la slntesis de 
· .. -,_ · .. ,-·.·:' 

DNA y ;~-división celul,ar. Después de algunas divisiones, las células se comienzan a diferenciar· 
;; " . '-· 

en células efectoras. Como se menciona anterionnente, existen dos grupos de linfocitos, los 

linfocitos B y lo~ Únfocltos T. Los linfocitos B son células que secretan anticuerpos y'particlpari 
- ~- -_ . " --., - --::= - -

en la respuesta hu01oral contra patógenos extracelulares, mientras que los lin,focitos T_ partiéipan 

en la respuesta celufar contra patógenos in.tracelulares. 

Los linfocitos B son capaces de reconocer antlgenos como proielnas intactas o . -,, ~--.. · 

polisacáridos tanto en circulación como en tejidos. Los liilf~ciiéls B i~¿é)~ocen a estos antigenos a 
' ·: ~--.: ....... _,,·· . . ' 

través de un receptor que se expresa en la superficfodel linfocito; ÉsÍe:receptor se conoce como 

"Receptor de antfgenos de las células B" (BCR o "B CeH Rec:~to;.:;t Este receptor está formado 
r) 

por una forma de 1a inmunoglobulina anclada a 1a membra'ri~;· li~'i~ mo1écu1a se asocia ª dos 
-·· \,' --··,:··· .. ·-. ,. 

cadenas polipeptldicas capaces de transducir señal~s. i.o'~' if~fÓ~iÍ~s ~·maduros expresan dos 
. .-;;::· -, " 

clases de receptor, una inmunoglobulina JgM Y, una inml!_nogl!J~uÚna lgD, ambas de superficie. 

Una vez que los linfocitos B han sido activados secret,an gr~n~~~caitida~~s de inmunoglobulinas 

11 



; ::.·:<· 
;-_, __ ; 

que tienen In misma espccificidndq~o In lnmu~ogl~bulh1n del receptor, Est~~ inmunoglobulinns 
\. ,_ ,.;.· ... !"··· ·- - - ~" !.'.·~_ :_ .. .":_., .. ·;":-.-: :: --r ~- -~ ·-- . =--··. ' ", _ _._ ... _ _._·: .. _·. ·::·-; .. -.:-·' .. ;.~ - ---- _-__ _ ........ · -.-:.' · _, .. ·_ .. ... ___ .. _ 

son capaces de recol1~~! ~ciÍé·c;f~s eil lns~p~~Ocl~ cl~I patóJ~~º 'r~¿iíií~~do ¡~ rij)so~l7.ácilm del 

mismo. o elimina~ In acció~dc l~sto~innss~cr~tad~s porel. pQtóg~~o inhiblc~d·o In unión con su 

blanco. 

Los linfocitos T maduros se dividen en dos grupos prlncipnles: Jos linf~chos T ex~ y los 

linfocitos T y8. Esta clasificación depende de las cadenas que fonimn su rccept~r. Acle~ás de esta 
... -__ _ ... ,,.-.,.·,· -

clasificación, los linfocitos T ex~ se subdividen en linfocitos T CD8 y -'linfoi:it~s .r ·· CD4, 

dependiendo de la expresión de los co-reccptores CD4 o CD8. Los linfocit~s '.r~~8 ·medfan la 

respuesta en contra . de patógenos intracelulares y los linfocitos T CÓ4 actúan· prinéipalmcntc 

regulando la función de otras células del sistema inmunológico, . . ... ''. 

LOs linfocitos y8 constituyen menos del 5% de . la JlCl~l~ción : total 'Je linfocitos T. El 

receptor de estas células no reconoce las moléculas . Clásicas del Complejo Principal de 
., -- ' ·. · .. ·· ·.:·>.:.::.'· .. '.·:·· .. :'::i',·.-· :· :·:·.': _·-. ...... ··: 

Histocompatibilidad. Sin embargo algunos de estos linfocitos son capaces de r~conocer antlgenos 
· --- - ' ·.¡ - ,,- oc· • '-".'.-. · . o· _ .'.e _-:_ -.~.·- . _., ···--.· ; --.· --- _ ' 

no peptldicos -como Jipoglicanos derivados de bacterias p~es~ntddas ~~ !~ ~016cula CD 1- y 

· ~.: . ' 

Además, existe un subgnipo de linfocitcis,T; ~enom 
·.··· .. : ,', .· - :_-. _-' .: .. · ..... ' ·,_ :: ::··.·.:./\·.-.·::;.·.: ___ : __ fr_:._:_:}3·;:;, ... : ... !;k?;_~; ~?; 
X son activadas ~n respuesi~' a· infec~ió;{"~qr~~ 

... -... :-·; ~··/';·; ,.'¡:. 

activados secretan citocinas ~omci IL~ ; que p~omu~~cn la p~oducclón de anticuerpos y la 
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polarización de una respuesta inmunológica humoral. Este subgrupo de linfocitos se caracteriza 

por la expresión del receptor de las células NK o "natural killcr", NK 1.1. También expresan un 

receptor de linfocito T ap y pueden o no expresar el co-rcccptor CD4. Otra carncterlstica de los 

linfocitos T NK 1.1 es que reconocen a la molécula CD 1. 

lll.c. El receptor para e/ a11/lge110 del /i11focito T (TCR) 

Los linfocitos T ap reconocen a los antlgcnos a través de un receptor que se expresa en su 

membrana. Este receptor es conocido como "Receptor para el antlgcno del linfocito T" (TCR, "T 

cell receptor"). Este receptor es responsable de la interacción especifica con Jos péptidos 

antigénicos presentados en el contexto de las moléculas del Complejo Principal de 

Histocompatibilidad (MHC, "Mayor Histocompatibility Complcx"), pem1itiendo la activación 

del linfocito y la generación de una respuesta especifica contra el antlgcno que fue presentado. 

Los linfocitos. T. ap expresan dos diferentes receptores dependiendo de la etapa de 
. . - -

maduración en el que s.~ encuentren~ Durante las primeras etapas del proceso de diferenciación .de 

las células pr~genít51ras: a' li~f(Jclios T maduros, se expresa una fonna inmadura del receptor 

conocld~~():Cl·pn:;;c~tlJ~~ve~'que los linfocitos han alcanzado su maduración expresan la 

fonúa m~dura'dél ~e~ept~k~ÍTC~.\Fi~Jra 1), 
.-.. " .\·'.:'_.~~:~::~~;:.¡º ... ·, .. '_··-_.- .... :.-.... - -- .; 

La fonna niaduradel receptor, cónodda como TCR, está compuesto por un heterodlmero ,,, . _/ •'' .- '·/> :"< ;_ ·.· .. '.. . -- . 

de cadenas polimó~ficas glicéislladas, q~e pueden ser ap Ó :,.ll. Las cadenas del heterodlmero están 
.. -~ . . -

unidas entre si porun puente disúlfur~ foi'nÍ~do'e~ire'doscl~tefnas qúe están ubicadas en las 
:·;:>.~ - ' -'" ·-

reglones extrncelulares proximales a la m~n1br~n~. La~ té!il~nes extracelulares de las cadenas 

están involucradas en el reconocimiento ~{los:·~ép;f~o~\nti,géni~os y de las moléculas del 
' . -; ' ·.-. •.- ,_ 

Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC).Ambas'cadenas contienen una región 
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Pre-TCR TCR 

a 13 

l:J ITAM 

Figura l. Estructura de los receptores TCR y pre-TCR. El pre-TCR está compuesto por las cadenas preTa y~- Se 
asocia a un dímero de la cadena TCR~ y las cadenas CD3 E y y. El TCR está compuesto por las cadenas a y la cadena 
¡l. Se asocia a un dímero de la cadena TCR~. y los heterodímeros CD3Eli y CD3e:y. 



hidrofóbica ubicada en el extremo carboxilo que les permite alravcsar una vez la membrana y 

tcnninar con un dominio intracelular de aproximadamente 7 a 9 aminoácidos (3). Las cadenas 

que fonnan el receptor se generan a partir del rearreglo somálico de los diferentes fragmentos de 

los genes V, D y J presentes, en el humano, en el cromosoma 14 para la cadena a y en el 

cromosoma 7 para la cadena p. En el ratón, los genes de la cadena a se encuentran en el 

cromosoma 14 y los de la cadena p se encuentran en el cromosoma 6. Este rearreglo de los 

diferentes' fragmentos permite la generación de diversas cadenas con la capacidad de unir 

diferentes péptldos y diferentes moléculas del MHC. Se sabe que existen regiones de los 

fragmentos V, D y J ,que. se han conservado, pero también existen regiones con un alto grado de 

variabilidad. Estas<•regi~nes son conocidas como COR's ("Complementary-Deterrnining 
' ' 

Regions")~ Cada cadena _del TCR contiene 4 regiones COR (COR I, 2, 3 y 4), En estudios de. 

análisis cristaiog~áfko; s~.ha dem~strado que las regiones COR 1 y CDR2 de los segrnentos Va y 

vp del TCR ha~eri i~nt~.cto _con las estructuras de a-hélice de las molec_ulas de clase' 1 y 11 que 

fonnan el surcó' en donde' se une.el péptido. Por otro lado, la regiónCDR3 es la encargada de 
~· .• :; _,: • ",.> : . . . ' . . - . . . ' - . . " ..• - . · •. ; . . .. ~ . .. 

hacer el cont~cto ~~~,l~~·~mf~~ácldos expuestos del péptid~ unid~ ala ~~1éi~f~ d~I' M!H~ (4) . 
. ,·_ .. 

(Figura 2), 
:_;:,, _, ,, 

'-~,' .':"·'.~. -! :, 

• La forma inrl1adÚnÍ. del receptor, e'I pre· TCR, está fonnada por una cadena P~t?··Ta y por la 

cadena p, que p~~te'ríonile'nie rorn\~rá parte del receptor maduro antes descrito.: La' c~dena pre: Ta 
-~ - ' . _., - • -·- • . •·• . o -- . - - ,. - ' ., • " ''. . . -

'·.::--·.-'·: 

es una protéln~ tnui~me~brÍmal· cuya estructura es simil~r a las i~ínuríoglob,uliri'as. Esta cadena, a 
.-',v.'•_.,:;:"- 1,•, ;·!",c. 

diferencia de. Íac~de~a O. del r~ceptor maduro, contien,e sóloun'll~m'¡~¡?'cl}in111un~globulina en 

su región extr~celula;,Y a( Igual q~e hÍ cad~na p.1.a c~4ena pre~f a ¿i'>J1tieii~ una cisteina cercana 

a la región transmembninal que fonna el puente disÚlfu~o· ~n-Íre e~ta cadena y la cadena p 
. ' . ,,.,;_ : ·.·._ :·· 

pennitiendo la fonnación del heterodlmero (revisado en (5)). 
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(a) (b) 

Modificada de Fundamental lmmunology.4ta. Edición. 1999. 

Figura 2. Estructuras del TCR y del Complejo TCR/MHC/péptido. (a) Estructura completa del receptor para el antigenos del 
Linfocito T. Se muestran las cadenas a y ~ (morado y azul) y las regiones CDR's marcadas con números. (b) Estructura 
cristalográfica del complejo TCR/MHC/péptido. Se muestra el péptido en amarillo y los aa de unión con las letras Pl-P8. Las 
regiones COR se señalan con color. 



Se sabe que el pre-TCR, a diferencia del TCR, no requiere de un ligando externo para 

mediar sus funciones, yu que la expresión de cadenas preTa y TCR~ que carecen de los dominios 
'. ~- "' . . ... 

extracelulures fue capaz de rescatar el fenotipo de ratones Rag-/-, En estos ratones, el proceso de 

diferenciación de. lo; linfocitos T se detiene en el estadio de dobles negativos (6, 7) (ver más 

adelante). La cadena pre-Ta contiene la reglón transmembranal que se encuentra presente en las 

cadenas TCRa y TCRll y que se propone ·está Involucrada en la asociación del TCR con el 

complejo CD3 •. La cola citoph\smica de la cadena pre-Ta está formada por 31 aminoácidos y 

contiene sitios de fosforilación en serinas y treonlnas, asl como una región rica en prollna, que 

pueden funcionar como sitios de unión para dominios SH3, Recientemente se ha demostrado que 

la cola citoplásmlca de In cÚdena pre-Ta tiene un papel en la señalización a través del receptor 

que hasta . ahora . no habla sido descrito. Inicialmente se pensó que un residuo de clstelna, 
_-- - -.·.: -¡-

yuxtapuesto a la membrana, que es potencialmente susceptible dé ·palmit.~ilacÍón, podría ser · 
.. ·- -.. ;-·-· .•. . 

importante para el reclutamiento del pre-TCR en microdo~iriios ~~ rTtembrana o "lipid rafts", y 

por tanto pudiera ser crucial para la señ~lización a través del ~;lrci'.'._Sin ~mb~rgo~ cuando se 

generaron ratones transgénieos para mutantes de pre-TCX. ~éJ~ ;~,~~ ;~'¡;;¡'¡t'J~i~;fde';~sia clstelria por. 
,,. ' . ; ~·;' .'' . . . ',1 :" l" _.,. ::- ,. '_;/ •• ···:. ; .. 

alanina, sin la región rica en prolina, o sin la cola citoplás1Ui2a cÓ;J¡pl~ta; ~~;cle~ost;Xq~~ sólo 
~. , : , . --:. :: . (:,::. ~· '.(~~~;>-:\f:~?;: . .-; ;r_;~·;.:}'..~i'.t>-~-:~.~{; ~-:.'~~~~7: ~·--~·~· :}(: <://_· ··:.:-

estos dos últimos, pero no el mutante en la cistelnayllxtapuesta a la membrana; erancapaces de 

reconstituir el desarrollo tlmico de ratones defi~Íent~sd~·'¡~,~~~~~l'·b'.re~f~c;j,s~a~~~~ pre-Ta 

es una cadena invariante cuyos genes se enc~~J1ira~c:~irl~ados ~~::;;;~~~~~m~,6 en ~I hllmano 
.. ,;,., .. - - - ' .. --. ,-.- ..... "'· ·"·· 

y en el cromosoma 17 en el ratón. 
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11/.d. El complejo TCR t;/CD3 

El TCR, para inducir una señal, requiere de la asociación del complejo TCR~/CD3 (9, 

1 O). Este complejo está formado por un dlmcrn de la cadena TCR~, dos cadenas CD3E, una 

cadena CD3y y una cadena CD31i ( 11 ). Las region_es extracclulares de las cadenas y,li y E poseen 

estructuras similares. En estos dominios se encuentran pares de cistelnas que forman. puentes 
. . 

disul furo, tanto intracadena, para generar la estructura similar al dominio de inmunoglubulina, 

como lntermolccularcs, que pcnniten la formación del complejo. En el caso de la cádena TCR~, 

el dominio extracelular consiste de sólo 9 aminoácidos y contiene una cistehía que está 

involucrada en la formación del dlmero ~~.Todas las cadenas del complejo poseen·airíinoácidos 

l S .. aminoácidos•, -~~n~ci~Ü c~~o .' IT AM 
··-. ----· - -·- . ,_ --- n:'; ··- ·-~-·, ·--

(''fmmUnoreceptor Tyrosine .based .Activation_ -~~tiP,'):·.E,~ta~;!eJl1~~~t~Ji~~~f l~ s~duencia 
DX2 YXi UIX 7.s YX2Lll. La cadena ~ contiene 3 se~~en~ias ÍTAM ~ i~~· C:ad~rias'j;s ie c6'ntienen 

~·;_f, ;_-·,:~ :., ·-.!_·· +:-~;.,-... ;·-_:._-
' :'._ ,...,, ,··-. : '-->:>~<;.}>\.:>.~.:,,:~>~-,/,·:;,--:~_:_·-.-:\·,'_-, ·:_:.,:_.~- -~~.'<--:{:._ ·' 

una secuencia ITAM cada una (Figura · J ). Las hrosmas presentes en estas secuencias tienen la 
_.,,,, ·.-;_,~-: '· 

capacidad de ser fosforiladas. Actualmente se ha descrito que este evento es imprescindible para 

la activación de los linfocitos T (revisado en (9)). 

111. e. Moléculas Co-receptoras 

Como se mencionó anterionnente, ·existen dos clases de linfocitos T efectores, los 

linfocitos CD4 "de ayuda" y los 1.lnfocit~s _CDS ,"citotóxicos". Estas dos clases se diferencian 

además de su funciÓn,por la expre~ióri '~ri la:membrana de los ca-receptores CD4 y CDS. Cada 

ca-receptor es capaz de recon~ce~'Jna:~;egión. no polimórfica de una clase de moléculas del 
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Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC). Los linfocitos que expresan el ca-receptor 

CD4 reconocen al MHC de clase 11 y los linfocitos que expresan el ca-receptor CDS reconocen ul 

MHC de clase l. En ténninos generales, los linfocitos que expresan CD4 están involucrados en la 

respuesta inmunológica contra patógenos extracclulares, mientras que los linfocitos que expresan 

CDS participan en la respuesta citotóxica contra patógenos intracelulares (12). 

El ca-receptor CDS es un heterodlmero fonnado por las cadenas a y p. unidas por un 

puente disulfuro. Cada cadena contiene un domlniCJ el~ i~~.unÓglobUllna 'unldoa una cadena 
":~:">.;"·"'·';::··/Yf·:'.:f·:,: .. ~:::>-.... '· ·. · .. -....... . 

polipeptldica que pennite su anclaje a la membrana, El'co~receptor CDS también puede estar 

fonnado por un homodlmero de la cadena a.· La c~d;n~''.ix i~tera~ci~Ja éon ~¡ dominio Cl3 de las 

moléculas de MHC clase 1 (13). 

El co-receptor CD4 es una molécula de 55 . kDa., tanto en el humano como en el ratón, 

está compuesta por 4 dominios extracelulares homólogos a los de inmunoglobulina (llamados D 1 

a D4), una región transmembranal y una cola citoplásmica de aproximadamente 40 aminoácidos 

(14). Los primeros dos dominios fonnan una estructura de vástago rígida y se unen a citra 

estructura similar fonnada por los dominios 3 y 4 a. travésde una región_debisagra que se 

encuentra entre los dominios 2 y 3. El análisis de la interacción de CD4 .~<m el MHC e~ ensayos 
-· '·¡._,> ·, -._,,·. - '· 

de unión TCR-independie~tc, utilizando rnolécÜladd~ CD<I rnridiflcadas por muta~énesis, sugiere 

que los 2 dominios de la región amino, DI y o2: l~tera~hi<Í~án ~6n 1~'reglÓn p; de 1~ molécula 

del MHC clase JI (revisado en (l S)Í. éo~ r~s~tctXto~~~~~¡~~~~:~ximales a la membrana, se 
. ' : . ·<::._:·.;.·.~:< ... ;~·~>~'.·~~!~tf'~·>::~-~·.~:: .. _;;'.::f . : .\:.... .. 

ha observado que el fragmento extracelular d~'co4'ciri;l~li~ c~mo un dlmero que se asocia a 

través del dominio D4 (16, 17) y la lllter~~\éi~'á~-'.f~"¡Jj~:fa~e entre las dos moléculas inhibe la 
··;. ·:,-,\.1:_-.:' .. ;'->·· 

función de este ca-receptor. Por.otro lado,: las estructtÍras~ristalográficas de moléculas del MHC 
' -- ·.:-.: : ... -_ '',-"'· . 

clase JI humanas y murinas sugiere .la fo~ación de superdlmeros, o dlmeros de dlmeros, en los 
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que dos moléculas del MI-IC clase 11 se encuentran alineados en una orlenlación cara a cara. En 

este superdlmeró, se- propone la fonnación de un silio combinado de CD4 por el dominio a2 en 

un helerodlmero con el sitio p2 del otro heterodlmero, En trabajos en los que se ha alterado la 

estructura de CD4 en esle dominio apoya la Idea de que CD4 interacciona con dos moléculas del 

MI-IC a lravés de las regiones a2 y p2 en la molécula del MI-1.C (rcvis~~o en (18)) {Figura 3). 
·=_··:r>~-·-· 

La interacción entre los co-receplorcs y las moléculas d~IMI-IC es de baja afinidad. Sin 
_·, '·· ... ·:· ,· .. .'\:.~>:<.,,_·.:···.,/¡· '·.·:-~' 

embargo, la capacidad d_e interaccionar ~on laúcgioriés no· pollmórficas del MHC pennite la 

interacción simultánea del .TCR fCI ~ó'.réc~ptoíéori Í~. molé~uÍa cÍel MHC. Esto pennite la 

fonnación de un complejo tetramérico con m~yorestabil,id~d (19; 20). Además de estabilizar la 

interacción entre el TCR y el r.mc; los ca-receptores contribuyen a 10 señal del TCR gracias a la 

unión con la cinasa citoplásmica Lck a través de su cola citoplásmlca. 

Ambos ca-receptores interaccionan de manera no-covalente con las clstelnas C2º y_ C22 

" - ; . , -• -to~ -- ' '. ~ 

presentes en la región N-tenninal de Lck. En el caso _de CÓ4 111• in,t~~~ci:iÓhA lleva a cabo a 

través de las cistelnas C418 y C42º en el CD4 murino y las ci~t~l~~sc42,0 yc42~ ~~~) CD4 humano 

(21-23). La interacción entre Lck y CD4 es mayorque~ihd6~{;~;.'~~efu~s, se ha demostrado 
- - - - - . - _-, .• -.. --·¡_•. -<·--· , .. ,:';,-,.,_.~:.;_,;,.· .. ·'::' .. "1 

' _.::::',_·:-··_:~-.. :,~·/~-it.:":;' <<·_-~;'.¡\~- ; .. ·::; 
que estos mismos aminoácidos están imjlllcádos en la ;interacción con,Ja'-protelna adaptadora 

. . . _ ." _ '. __ ~.,~j;:::i{.':,~:·_: .. F:P,:_~:-'./:~D~'i\;%'f~': -~"-· . i 
LAT, que es imprescindible en la señalización á' través_ del •-TC_R (~5);• Existe evidencia que 

-··.::;·,. 

sugiere que las· cÍifere~cias en la interacclón'd~ 1i dn~s~ ·~~~· 16;;·~6[~~ceptores pueden generar 
... , - . ''·" '-'"'·~.·:;.~.'· ''•c,,··~..;·,..: .. ~~-c·-::i-·'··.··.· ,,., ... 

diferen_tes seftalei y_ por_ lo iántci_,~ife;.ent~i, ~i~~~e~;~~· '(~'(;; 27). ,-,~~to '_podria explicar las 
··-· ; .. ·. " -. ,.· 

diferencias en los procesos de sele~ción asl d6mó en )~ g~iieraciÓn de los d~s subgrupos de 

linfocitos T. 
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(a) (b) 

C~lula Presmladora dr Antl¡:t'llos Célula r ........ 1adora dr Antl!!ft!OS 

Modificada de Gao, G.F., et al. Trends in Jmmunology. 2002. 

Figura 3. Modelo de interacción entre los complejos TCR/MHC/péptido y los ca-receptores. (a) Interacción entre 
moléculas de MHC clase 1 (verde y amarillo) y el co-receptor CD8, formado por un dímero de Ja cadena a (rojo y azul) (b) 
Interacción entre moléculas de MHC clase 11 (verde y amarillo) y el ca-receptor CD4 (azul). 



JI/. f. Se11alizllci01111 /l'l/l'éS del TCR oC 

El reconocimiento de los antlgcnos es un evento crucial para la activación de los 

linfocitos, La interacció1.1 con el antlgeno inicia una serie de eventos que convergen en la 

activación de factores dé transcripción que generan diferentes respuestas, En el caso de los 

tirnocitos -como se les llama a los linfocitos inmaduros durante el proceso de diferenciación-, la 

señal· puede generar la supervivencia de la célula o puede también iniciar su muerte por un 

proceso conocido como "apoptosis". En el caso de los linfocitos T maduros, las señales pueden 

generar la activación y diferenciación a células efectoras o el paso a un estado de "no-respuesta" 

o ·~anergia". 

i. Participación de las cinasas de tirosjna: Lck. ZAP-70 y la fosforilnción de las regiones 

El primer evento que ocurre después de la interacción TCR/MHC/péptido es la activación 

de las cinasas de tirosina (que nñ.adcn fosfatos a tirosinas) de la familia Src (Lck, Fyn, Yes) (28) 

(29). Estas cinasas contienen en su extremo amino terminal (N-terrninal) dominios SH2 y SH3 

involucrados. en .la. interacción .con otras proteinas y en su extremo: carboxilo. terminal (C

terrnlrial) un sitio de regulación (30). Este sitio de regulación es una 
0

tirosin~ que se encuentra 

fosforilada y que, al ser defosforilada por la fosfatasa CD45; pe;:ite I~ activaCi~n de la ~inasa 
(31). Una vez que tll cinasa es activa, aftade fosfatos .. Ú la~ti~osiri~s·~rese~tesen las regiones 

' . ·- - --~ ... ·, -· •_·: ·. . ,:·'- . -

ITAM de las cadé~as TCR~ (32) y CD3e,yyB(33):Lo~'ll~~~;detirosi~asfosforilada~ sll~sitios 

de anclaje para las cinasas de tirosina de I~ fa;;i¡¡¡~ s;k!~yky ZAP-70 ((34, 35), re~i~ado en 

(36)). Las cinasas de esta famili~_.~onti;n~~,d~~ini~s. S~2 in ta11de111 que lntera~cionan 
. .. . 

específicamente con los ITAM's b:i~fosforilado's de las cadenas del complejo TCRQCD3, es 
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decir, en Jos que ambas tirosinns han sido fosforiladas (37, 38). La unión de ZAP-70 a los 

JTAM's bi-fosforilados le pem1ite alinearse con In cinasn Lck y ser fosforilada (32, 39). Se ha 

observado que Ja fosforilación de ZAP-70 por Lck aumenta su actividad de manera considerable 

(40). La actividad de esta cinasa es imprescindible para la.señalización a través del TCR, ya que 

Jos ratones deficientes de esta cinasa tienen defectos en el proceso de diferenciación de los 

linfocitos T ( 41 ). 

ii. Protelnas adaptadoras 

La acumulación de protclnas fosforiladas en tirosinus cerca del complejo TCRl;/CD3 

pem1ite el reclutamiento de otras protelnas. A estas protcinas se les conoce como proteinas 

adaptadoras. Las protelnas ad.apiadaras se definen como proteínas sin actividad enzimática pero 

que contienen diferentes. dominiosde unión para otras proteínas ("protein-binding motirs") (42). 

La primera prote~na ·que p~rticlpa cl1 la señalización a través del TCR es la proteína 
,- '. ', ·.·- 'i' 

transmembranalLAT. Esta ;;~telnn adaptadora contiene 9 sitios de fosforilación en tirosina y es 

el principál ~lanco.~e Ja cina's~·ZAP;70 (43). La fosforilación de estos sitios le confiere Ja 
' ~ - ':-

capacidad de unir. ~tras proteinas que contengan dominios SH2, incluyendo >tanto adapt.adoras 

como Grb2 y GADS, como otras proteinas con función enzimática, como la fosfolipa~~ Cy 1 

(PLcyl), JTK y la Pl3K (43) (44). La asociaCión de GADS con LAT, ~ Ír~\lés d~ un dominio 
' ... '• .· : .. *·.· )-.. ,__,_: 

SH3 presente en GADS, permite recluÍ~r a otra.~r.otcfn~ ~daptadora''Hamada SLP~i6 c42.i. SLP-

76 es entonces fosforilada en dos slti~;po°f ZAP~70 (43) y es c~paz de i~teraccionar, a su .vez, 

con otras protelnas como ~~k y· Vav (~;).i El redutamiento. de :stas · protelnas tiene como 

finalidad iniciar respuestas,;f~ncio~álcs··como:· la activación de la vía delas' MAP. cinasas 
. : .- '·' -: 

(MAPK), el flujo d~ calcio y ~I rearreglo del citoesqueleto. 
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iii. Activación de la yin de las MAP cinasas 

La vla de las MAP cinasas es un grupo de vlas de señali:zación que se caracterizan por la 

fosforilación sucesiva de cinasas con actividad dual, que pueden actuar sobre tirosinas o serinas y 

treonhtns; o cinasas que actúan sólo en .serinas y treoninas, Esta vfa está fonnada por una cinasa 

activada por mitógenos ("MAPK" o "ml~og~~-~cti~ated:pr~tein kinase"), una cinasa que fosforila 

a la MAPK en tirosinas y treoríirias (MA~KJ{); ~;una ~;rias~que fosforila y activa, a su vez, a la 

MAPKK en serinas (MAPKKK), . Es;~•vf~ st\1cti~a ~acias al reclutamiento del factor 

lntercamblador de nucleótidos de guanina {GTP/GDP), Sos, por la protelna Grb2, con la cual se . 

asocia de manera constitutiva. Cuando Sos es reclutada a la membrana, es capaz de activar a Ras. 

Ras, en estado de reposo, está asociada a GDP, cuando es activada se añade un fosfato al GDP y 

se convierte en GTP. Ras-GTP es capaz de interaccionar con la cinasa Raf-1, la MAKKK. La 

localización de Raf-1 a la membrana aumenta su actividad de cinasa y es entonces capaz de 

actuar sobre sus blancos Mek-1 y Mek-2, las MAPKK. Estas clnasas fosforilan a su vez, a Erk-1 

y Erk-2, las M.APK y permiten que se ·transloquen al núcle~ y fosforllen algunos factores de 

transcripción como Fes y Jun, que fonnan el complejo AP-1, entre otros. (revisado en (46-48)) 

iv. Flujo de calcio 

El flujo de calcio es tambi_én un evento necesario para activar o inducir la maduración de 

los linfocitos T. Este evento ocurre gracills a la activación de la Fosfolipasa Cy-1 (PLCyl ). Como 

se menciona anteriomiente; la PLCyl es reclutada a la membrana gracias a la interacción con la 
.. ' . ··o 

protelna adaptadora LAT y_ e~t~nce~,~~écl~ ser fosforilada en tirosina y activada por las cinasas 
. .·. ·:·· ,. ' 

Lck, ZAP-70 y las cinasasde la rairima Tec: ltk y Rlk (49-51). La PLCyl es una protelna que 
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hidroliza el fosfntidil inositol 4,5 blfosfato {Pl(4,5)P2) que se encuentra en la membrana; en 

fosfatidil inositol 1, 4, 5 frifosfato (IP3) y diacil glicerol (DAG). El ll'J induce la liberación de 

calcio en dos fases. La primera elevación de calcio se debe a la salida de calcio de las pozas 

intracelulares por la interacción del IP3 con sus receptores (IP3R-I, 2 y 3) present~s en la 

membrana del retlculo endoplásmlco (RE). Esta primera liberación de calcio :eleva la 

concentración de calcio de 100 nM a 500 nM, La segunda elevación de calcio. se' genení J1or la 
• •e ·~ '.: ~ :; :~ •'.. ,,- ! • ·f' ,C' , : 

apertura de los canales presentes en la membrana plasmática, en los linfocÚos se ~~~o~e'ricomo 
canales CRAC (Ca2

' release-activated ca2
• channel), sin embargo, · los· ~ec~nÍ~m~s que 

participan en esta segunda fase no han sid~ claraniente determinados. ~I c~lclo·H¿e:do al 

citoplasma del linfocito activa algunas enzimas dependientes de calcio· com~'la iosfatasa _de 
. '· ' 

serinas/trconinas, Calcineurina. Esta fosfatasa actúa sobre el factor de transcripción NF-AT (52). 

La función de In fosfatasa es defosforilar NF-AT para permitir su translocac_ión al núcleo. Existen 

otras vfas que activan factores de transcripción dependi~rido de los nive-les •intracelulares de 

calcio, tales como la vía mediada por NF-KB y JNK (c-Jun te.rminal kinas~) {53)(revisado en 

(54)). 
: ~ - .... : · .. ''\:. ·~·- >:-~ [ .:. -·" . -___ e;_· - ' ; 

Por otro lado, el Diacil gliceroL (DAG) i~cluta ·ii la i!iembra~~ ~la cinasa de 

serina/treonina, PKC8 (Protefn ki~~se • ~8), _ ~n~dnd~'~s·1~~tiJ¡~(~~~r(:¡.~ ci~asa -Lck. Se- ha 

demostrado que PKC8 pose~un papelimporÍa~te eri;1~ ~~Ífv~~ÍÓ~'d~(lillr()ciito.Tya que la 
, .... -, - . - ¡;:,,, __ ,,·:.;;_~-:~:Y·:·¡:-·"-:·:·~~r;·,;-;¿·;._;~,.-.'_\:-·'··-~:-.:. _,· .. _ .. ". 

inhibición de la actividád de esta cinasa bloque~'iist~' 'ev~llto (ssj y la s~bré~~pre~ión 'de esta .. - - .. . ,~·- ' ·- ''-• " " ' . '. -- . _, . .··, 
: . , ~ .· , . ~ ·_: .:,.: .:~;t-~·,·><-';-:::.·?,V.:-.-:·"~::l:<'~·.~.~!-:<··.-~'·~~-. :/·:: .. -'·.:~·.·-; ... ·>".'./i:-~ : .... 

protelna aumenta aproxlmadmnente 6 veces ,i¿i>r~dúi:cíóii ciéli;:í ~espuú d~ 1¿ estimula~ión ~on 
_. _ .. . . .· :. , _ :< .. :·_.·~Y<·=··:<~:_ ;:{.~~\·~·.{,) ::::.>.}-· ,~:.·(~·.'~.·~~·:>. _;·:>:, .:.-:::~ . .-·~-: í~.': .. , 

anti-CD3 y PMA (phorbol myristate acetate) (56).'PKCS está involucradaen,lá acíivaCión del 
' · \ h'..i'·. :~:·: · :t< • ,, '\. ~.,_-::/· •L-, ~·.; 

complCjo de transcripció~ AP:I (Fos-Jun) ~(f;t~és~é iaíicti~aciÓnde"tíi MAi>K.'i:irl~kíE~k:'1 que 
' . ·. ' . -' . : . -"2;-: . . ,.~,,~ :·.. ' ~ -,., -· - "' -:. . - .. . ' . . .. '. . -.. '· : . · .. - ·. - . -

a su vez activa a la cinasa JNK (c~Juri.N-Íe~i~~I kinase)(57): La clmisi JNK fosf~rila dos 
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scrinas que se encuentran en el dominio de activación de c-Jun (58). Se ha descrito también que 

la cinasa PKCO es capaz de interaccionar con la cinasa lKKe e inducir la activación del factor de 

transcripción NF-KB (59). 

v. Rearreglo del citocsquclcto 

Finalmente, el rcarrcglo del citocsqueleto es también necesario parn la activación de los 

linfocitos, ya que pennitc formar una unión estable entre el linfocito T y la célu.la presentadora de 

antígenos, que muestra el antígeno a través de la molécula del MHC. Esta. unión estable entre las 

células se lleva a cabo en diferentes etapas: la primera implica la interacción estiibJe entre el TCR 

y el MHC. La segunda implica que el linfocito adquiera una forma redo~cla. Finalmente, la 

tercera etapa implica que el linfocito interaccione, a través de una mayor área de contacto, con la 

célula presentadora (60), fonnamlo lo que se ha llamado la Sinapsis Ininun~IÓgica (61, 62). La 

formación de la sinapsis inmunológica implica inicialmente· señales. a· través de diferentes 

receptores presentes en la superficie de la célula, como CD28, CD2 yla ·integrina LFA-1 y 

posteriormente, señales a través del TCR. Se ha propuesto qu.e la molécula a·daptadora SLP-76 

fosforilada es capaz de interaccionar con la proteína Vav-1 y la adapt~dora Nck. Nck, a su vez, es 

capaz de interaccionar con la cinasa Pak (p21-activated kinasc). La formación del complejo SLP-

76/Vav-1/Pak facilita el acercamiento de GTPasas de Ja familia de Rho con Ja cinasa Pak (63,. 

64). Existen diversos trabajos en donde se describe el papel de esta familia de GTPasas, asl como 

de Pak en la movilización del citocsqueleto (65-68) (revisado en (69)). 

La activación de factores de transcripción como NF-AT, NF-KB y el complejo AP-1 a 

través de la vla de las MAP cinasas, la liberación de calcio y la activación de Ja cinasa PKC0 
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permite la expresión de los genes que están involucrados tanto en la activación como en la 

maduración de los linfocitos T (Figura 4). 

111. g. Papel de los 111icrodo111i11ios de 111embram1 "lipid rafis" e11 la se1iu/izació11 a lravés del 

TCR. 

La modulación de las señales inducidas por el TCR es esencial para la regulación de la 

respuesta en contra del antígeno. Esta modulación depende de la compartimentalización de las 

moléculas que participan en las. señales inducidas por el TCR en diferentes regiones· de la 

membrana .. Actualm~nte se .lia descrito que lu membrana plasmática no es homogénea (70), sino 

que por el cont:rariÓ, está fonnada por diversos microdominios que podrian semejar a pequeftas 

islas que notan en In superficie de la célula. A estos dominios se les ha llamado "microdomlnios 

de membrana" o "lipid rafis" y fueron identificados por su insolubilidad a detergentes no iónicos 

éomo el Tritón X-100 a bajas temperaturas. Estos dominios que se caracterizan por ser ricos en 

colesterol, glicerofosfolípidos, csfingolipldos y en proteínas ancladas a glicosil-fosfatidil-inositol 

(GPl), poseen diícrentcs características biofisicas que les penniten ensamblarse en estas 

estructuras. Dado que estas estructuras reclutan moléculas·diferencialmente, se ha propuesto que 

los microdominios pueden funcionar como "plataformas de',~eñállzac.lón'\ 

En el caso del reconocimiento antigénico; cuarídó Úli~f~0éÍt~:hace contacto con.la célula 

presentadora, se fonna una estructura -llamada. ''sinapsis'i¡~.ii';.t~1&fü~a·: cIS ·o ''lmmunological 
, . - ;,·:··· ·,·.'. . -

Synapsc"). La sinapsis inmunológica es una e~tnfct~ra dinál1Jl~~ ~~~ c~~ncl~.'iiega a su estado 

"maduro" se caracteriza por la localización ordenada' <le distint~s ~olécul~s en I~ superficie de 
. . . 

contacto entre el linfocito T y la APC. La sinapsis inmunológicaconsta de un núcleo central que 

contiene el TCR interaccionando con el MHC/péptido, junto con moléculas importantes en la 

señalización (CD4; ZAP-70, PCK0, entre otras). A esta región se le ha llamado "cSMAC" 
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Figura 4. Señalización a través del TCR. La interacción entre el TCR con el MHC/péptido induce la activación de tres vías 
principales: la vía de las MAP cinasas, la liberación de calcio intracelular y el rearreglo del citoesqueleto. Estas vías convergen en 
la transcripción de genes como el de Ja citocina IL-2, importante en Ja prolifereación de los linfocitos T. 



(''central supramolecular activation cluster"). Además de las moléculas de señalización, 

contiene moléculas de adhesión como CD2, ubicada principalmente en la periferia de esta 

estructura. Esta estructura está rodeada por un anillo periférico llamado "pSMAC" ("peripheral 

supramoleculnr activntion cluster") que pennitirá estabilizar el contacto entre las dos células y en 

el que se encuentran principalmente moléculas de adhesión como In integrina LFA-1 (Figura 5), 

Para que se fonne esta estructura ordenada se requiere de una primera Interacción entre las 

moléculas de adhesión cuya cnracterlsticn es que son moléculas de gran tamaflo, Esto pennite el 

acercamiento de las dos células de manera lnespeclfica y anterior ni reconocimle~io del pépUdo 

por parte del MHC y poster!onnente se da la interacción entre varias moléculas 'de TCR con las . . . 

del complejo MHétpéptido en la célula presentadora de antlgenos. En esta etapa de la fonnación 

. de la sinapsi; ocurr~ u;}'movimlerito lateralde moléculas desde dentro de la sinapsis hacia fuera y 

viceversa; d~ iiia~~r~ ~ue las moléculas de adhesión se excluyen de la zona de contacto central 

pennitlelldo d reclutamiento del TCR asl como de Jos co-receptores y del resto de las moléculas 

involucradas en la señalización en Ja región central. Este reclutamiento depende generalmente de 

su capacidad para asociarse a los microdÓminlos de membrana. (revisado en (71-73)) 

Se ha descrito que en células T hay diversas moléculas que son capaces dereclu,tarse a los 
' .. :· . -. '·~> ... _: ' 

microdominios gracias a la adición post-traduccio~al de algunos llpidos •. · P~r, eJeinplo; la 

pnlmitollación, miristilación o famecilaci6n permiten este reclutamierit~ a Jos irilcrgd~mlnios. 
.... ·. .. ' ··. -,·- ... , ..... ,_ .. 

Por otra parte, el• tam~ñ/de ·•.1ri'~ ·~~¡~~~la~' as! . com~ las. caracteri~tic~~ ~ cl~,·~~~:·~~minios 
- . ,·_,. '• -····"'i, ,\ ., ,, . -- - . ·' .. •,.¡ _._, __ , -·-·,- •. 

transniembranalés son t~';;,bl~ri fa6tri~~~ i~portantes para.el reclut~mle~i~tla ~~cl¿~ión a los 
. --.: ·;-~f/!'',;: ; ;.::·(. - ~;:_:. ,'" 

microdomini~s. Ent;e 1af f1lijÍéé~tas 'é¡Je. se reclutan constitutivamente a: los microdominios de 

me:Ubrana se encúeritri;ri la~ é·i~~sas cle Ja f~mllia Src, Lck y Fyn; Se ha descrito que estas cinasas 
. ' . . '-o'-~'_::..;..:,,,_ - '- - - . -i> -· . 

se reclutan a los llli~r~d~mi.~Íos gracias a que contienen dos ~itios de acetilación en el dominio 

nmino-tenninál La deleción de estos sitios impide su c~-Jocnliznción n Jos microdominios y su 
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Figura 5. Estructura de la Sinapsis Inmunológica. La sinápsis inmunológica está fonnada por dos regiones principales: Ja 
región central ( cSMAC) y la región periférica (pSMAC). En la región central se encuentran los complejos TCR/MHC/péptido, así 
como otras moléculas señalizadoras como ZAP-70, PKC, Lck y Jos co-receptores, entre otras. Esta estructura central es 
estabilizada por la región periférica (anillo periférico), que contiene principalmente moléculas de adhesión como LFA-1. 



capacidad de señalizar de manera adecuada. Olrn molécula imprescindible para la señalización a 

lravés del TCR es la molécula adaptadora LA T. Esta adaptadora se encuentra constitutivamente 

asociada a los microdominios por un sitio de palmitoilación. Las mutantes que carecen de estos 

sitios no son capaces de ser fosforiladas por la cinasa ZAP-70 y por lo tanto, no son capaces de 

inducir señales, Las cadenas del complejo TCR~/CD3 se excluyen o se asocian débilmente a los 

microdominios en condiciones basales. Sin embargo, cuando ocurre la interacción del TCR con el 

MHC, esle complejo, ya fosforilado, se localiza en los microdominios en donde pueden 

interaccionar con la cinasa ZAP-70 e iniciar la cascada de señalización involucrada en la 

activación. 

, Existen otras moléculas que se encuentran involucradas en la regulación de las señales 

del TCR. Entre estas moléculas se encuentra la fosfatasa CD45. Esta fosfatasa está involucrada 

en la activación de la cinasa Lck pero de igual manera podría ser capaz de defosforilar las 

cadenas del complejo TCR/CD3. Por esta razón, CD45 es inicialmente recluta~a ,a los 

microdominios con la finalidad de activar a Lck p~r~ posforicirrn~~te, es e~cluida de éstos.E~ 

este caso, se ha propuesto que la exclusión de' la rcisfatiisa'có457se\Íeb~ a que su dorninio 
' . ' ".:: .-~'.,';;'- ' :. ': -. - ' (-_. - :-'._ ' -

transmembranal es más corto que los p~ese'llt~s ~~ l~s'ri,ciiJ~~I~~ ;esíd~ntCs de los microdominios 
' ' : . ' . • . .: . ' ,:_ ·: ' , .. ; . ' -. • ' - : -~_::, :j ,:.:: .• - . '. • ' ' .-

(como CD2, CD4 'y CDS) y no 'sall cap~ccs el~ rit;a~cisa~;la l11el11bra~a en los microdominios, ya 

que se supone qu~ e~tas rcgio~es ~~n ~~s a~~h¡~ ~u~ ;~lreit~ de la membrana. 
<, ' 

aira~' rnoli!cula~< ~e;'~~~l~t;n ~;los ~icr~do~i~los como consecuencia de la interacción . ' . . 

TCR/MHC, eñtre'e~tñ~;pr~í~iniís~e enmritran ZAP-70,PKC,,PWy-1, la molécula adaptadora 
' '' '¡_ . . " . ' ', • : ',' - . ._: . ~ . 

SLP-76, etc. (revi~ado '~~ :'c14>í(ver' Tabla 1) El reclutamiento, de estas moléculas permite 
: ,,. ,. '.~. . ... ·!'<• ·. ·'.," . ·::· . :'; . . '. ' 

concentrar las pr~Í~l~a~ necesariás'para inducir las diferentes señales que requiere la célula para 
·¡_-·· .··:·· :._·. . .· ·: . ._,, 

activarse. De hecho, s~ ha propuesto que dependiendo del reclutamiento d~ urias protelnas u otras 
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a la región de la sinapsis se pueden modular las señales y por lo tanto, modificar las respuestas de 

la célula. Si embargo, esta hipótesis es alin un tema de controversia. 

Tahlu l. Componentes de la cascada de señalización del TCR presentes el microdominios 

de membrana en células en reposo o uctivadas(74). 

111. h. Desarrollo de los /i11focitos T 

Los progenitores de los linfocitos T se generan durante el desarrollo fetal en el hlgado y 

después del nacimiento, en la médula ósea. En el ratón, estos progenitores salen en grupos desde 
. , ... ' ,' . _. -.. · , :' ·, ' ' 

hlgado hacia el timo a partir del dla 11 de gestación. El primer grupo de células progenitoras 
;: :_-- _-___ . - • .. · ·, --_. 

llega al timo antes del din 13 de gestación. Est~s células generarán el '. repertorio de céluias 



~ - e· .. 

maduras durante el periodo de gestación y durante la primera semana después del nacimiento. El 

segundo grupo de células llega al timo después del día 13 de gestación. Estns células gcncranin el 

repertorio de células maduras aproximadamente en el día 7 dcspucs del nacimiento. Una vez en el 

timo, los linfocitos inmaduros o timocitos migran desde In corteza del timo hasta In zona 

medular. Durante este recorrido, los timocitos reciben señales que inducen su diferenciación 

desde células progenitoras hasta linfocitos T "na'ive". 

El proceso de maduración se divide en diferentes estadios dcpc_ndicndo de la expresión en 
- ------- - :: . 

superficie de diferentes moleculas, CD25, CD44 y los co-recept~r~s tb4 y CDS: De acuerdo a la 
. ·_,: ... '. 

expresión de las moléculas co-receptoras, el proceso de maclur~cÍ~n se divide en tres estadios: el 

estadio de dobles negativos (DN, doublc ncgativc, co4·cos·), ~n el que no expresan co

receptorcs; el estadio de dobles positivos (DP, double positivc, CD4.CD8'), en el que se 

expresan ambos; y el estadio de positivos sencillos (SP, single pósitivc, CD4'CD8' o CD4-CD8'), 

en el que la célula regula negativamente la expresión de uno de los co-reccptorcs. (Figura 6) 

Durante el estadio de dobles negativos (DN) se lleva· a cabo el rearreglo genético de la 

cadena . p del TCR. En este momento se expresa en la superficie un receptor inmaduro formado 

· por la cadena p rearrcglada y una cadena a inmadura, pre-Ta (5). La señal . de este receptor 

iXma;J.:0 ;detiene ei r~arreglo de la cadena p (selección Pl e induce .el inicio del rearreglo de la 
.-.;:o;· ·: ' -' '; . . . ~: :- .-. :· _- .· -, - ' 

c!ldend:(X. y la expresión de ambos co-reccptores en la superficie. En este morn~nto los tiriiocitos 

/ pasa~ :af estndfCl de ._ dobles positivos (DP). Durante este estadio, .-16s ti:~o~:itb~ e~pr~san un 
;~ ~--. . . .,, . . , .. - . ~ ,:;-;;.;·' : ~,. '. ..;' 

-· -- . r ',. '~ 

r~cepll;ir ~aduro y sufren dos procesos de selección; la , · ;se~~cción ' p;,~-'. ~iva"· . ~ue ey~e los 

. ·. titl1ocitos que expresan receptores con .espcCificidades poÍcndallllelltc ' i'itilbs,'. cs •éledr, que 
.> __ :_, : __ ,/¿:~--,~~!i; ·_-~;-~<)_:--.h~-:/.~- ~ ¡ :::·::.;.: ·:_,_·:-,;._ < --:;:·<·::>.: .. :~ < .. .-::/)-:, _ :_: ··:-:; .. --__ : _.;_~, .;~_; :t~f'.f,:·,~ __ :, :·:~f;x;·:.::·;:~i;:1;~:1_~r~~~·: r~~)k f~;is~::~:·~~;'.~~); -_ -:;:~·,~~ --. ' · 

¡,: ·.-~: _:,:.: reconocen a un peplldo prop10 asociado a níoléculas del MHC con'una' avidez 1ritem1edia ((75) y 
_ :· , -. .. ,·.. ·.·.· ..... :-_.i~. ·"'· - - .-- .-:¡ ;;r .. · ·'-.: :· · >\-:<-'<-1\/,~'.:_:! :.;~x: ! 

revisado en (76; •.· 77)ff y. '.'la selecéión . negativa'.'. ¿ ,;dcleciÓn (;¡¿~al''(q~é '_¡~duce••• I~ fiiu~ric por 

-,-, ''.> . • -,-; " ··, ,. ·- "' .. /. :,' , , 
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Figura 6. Estadios de diferenciación de linfocitos T. El proceso de diferenciación se divide en tres etapas caacterizadas por la expresión 
de los ce-receptores: el estadio de Dobles Negativos (naranja), el estadio de Dobles positivos (rojo) y el estadio de Positivos Sencillos 
(morado y azul). Los linfocitos se seleccionan por dos eventos: la selección positiva, que selecciona los TCR que reconocen el antígeno 
con afinidad intermedia; y la selección negativa, que elimina los TCR que reconocen el antigeno con afinidad alta, los cuales pueden ser 
linfocitos autoreactivos. 



apoptosis de aquellos timocitos cuyo TCR tiene una alta avidez por péptidos propios expresados 

por las células del estroma (timocitos que pueden ser autorcactivos) (7S). Al mismo tiempo que 

se seleccionan positivamente, se lleva a cabo la elección del co-receptor, que dctcnninará el 

fenotipo de linfocito: CD4 "ayudador" versus el fenotipo CDS "citotóxico" (revisado en (76, 79. 

81)). 

La elección de co-receptor es uno de los procesos de selección que no han sido explicados 

todavla. Se ha propuesto que los co-receptores juegan un papel importante durante este proceso, 

Se han descrito diferentes modelos para explicar la elección de Jos co-receptores. Estos modelos 

proponen diferentes mecanismos por Jos cuales se induce la elección de linaje. Sin embargo, las 

moléculas que participan en la elección son las mismas, el TCR, el co-receptor y el MHC/péptido 

se encuentran presentes en todos los modelos, mientras que la participación de otras moléculas, 

como Notch, se han descrito sólo para algunos modelos (82). Entre los modelos descritos se 

encuentran: el modelo instructivo, el modelo estocástico y el modelo de intensidad de señal. El 

modelo instructivo se basa en In especificidad de Ja interacción de CD4 con moléculas. del MHC 

clase 11 y de CDS con moléculas del MHC clase 1 cuando el receptor reconoce a un péptido 

propio presentado por las moléculas de MHC de las células del. estro~a · tl~ico. Este modelo. 
; - .. ·- ',.-. ,, 

propone que el ca-receptor CD4; al interaccionar con una moléctta 'iv1~~··~Jase U, induce Ja 
. . ~ . .. ·,\ ·-

regulación negativa de la expresión de CDS. De manera si~ifa~, :~! co-receptor CDS, al . -~· . . ' ,. 

reconocer un MHC clase 1, induce Ja regulación negativa d;la exp~~~ló~de CD4 .. En este modelo 
. . . .... .·¡ .·. -

se asume que el timocito es "instruido" hacia un linaje detemÍln:~~o p~r. t~ interacción del co-. ' ..... ,- ' 

receptor con el MHC correspondiente. 
·, . 

Por otro lado, el modelo estocástico propone que existe U~a regul~ción negativa de la 

expresión de uno de los dos co-receptores inicial y ''al azar", sin qué. se req~;eraia inte~acción a 

través del TCR. Por ejemplo, si un timocito regula negativamente CDS y mantiene ~I co-receptor 
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CD4 y postcrionnente interacciona con un péptido/MHC clase 11 con baja afinidad, entonces se 

induce la supervivencia de la célula. En cambio, si el timocito tiene un TCR especifico parn 

péptido/M HC de clase 1 no recibirá una señal adecuada y no será rescatado de la muerte celular 

programada (muerte por "negligencia") (S3). 

Finuhnenle, el modelo de intensidad de señal se basa e_n la ''cmitidad de señal" que la 
. . 

célula recibe como consecuencia de la señalización a través del T_CR. Este modelo propone que la 

señal puede estar dada por la participación de los co-recepto~es particulannente,. ya que la 

expresión de una quimera que contiene el extremo extracelular y transmembranal de CDS y la 

cola ciloplasmática de CD4, genera que las células se diferencien en linfocitos con fenotipo de 

CD4 ayudadoras pero que rcspondlan por MHC clase 1 (26, S4). En la actualidad hay gran 

evidencia de que la diferenciación hacia los linajes de CD4 o CDS requieren la participación de 

vlas de señalización diferentes (revisado en (S5, S6)). Uno de los modelos que podrían explicar la 

diferencia entre la señal requerida para la diferenciación de CD4 y no de CDS, se basa en el 

balance relativo de la señal generada por el TCR.E~· este contexto, se ha demostrado la cinasa 

Lck juega un papel importante en la elección del co-r~~eptor y esto puede ser d~bido a que existe 

una mayor afinidad de Lck por CD4 que por CDS (S5): Por ~Jemplo, si se expresa una mutante 

activa de Lck se dirige la diferenCiación a linaje CD4 'y ~i se· expr~sa una mutante inactiva, se 

dirige la diferenciación a linajeCDS (87). De igual m~nera; se ha den~ostrado que I~ MAP cinasa, 

Erk, juega un papel importante en la dife;enciación; El Jso ~e mutantes e inhibidores de las 

moléculas cascada arriba de la MAP cinasa Erk (cinasas de MAP cinasas y Mek) (SS), 

demuestran que la activación de esta cascada de señalización dirige la diferenciación a células 

CD4 SP. En este mismo trabajo, se describe que el uso de éstos inhibidores no elimina la 

diferenciación de los linfocitos CDS SP. 
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Por otro lado, se ha descrito que Notch, Inicialmente descrito como receptor 

transmembranal cuya activación participa en In elección de linaje celular en Drosophi/a sp. (S9), 

está involucrado en la diferenciación de Jos linfocitos T. en el timo, Se ha descrito que Notch 

participa en la elección de linaje T vs. B, ap vs yB y en CD4 vs CDS (revisado en (90)). Se ha 

demostrado que Notch posee un papel importante en Ja elección de linaje CD4 vs CDS, ya que 

mutantes activada de Notch dirigen a CDS SP (91). Estudios. recientes han demostrado que la 

señal de Notch actúa sobre el silenciador de CD4 (92, 93), Sin embargo aún existe controversia 

sobre el papel real de Notch en los procesos de sel.ección lfmlca as! como en la elección de linaje. 

J//. i. Dimerizadores químicos 

111. i. i. La dimcrización en In transducción de señales 

Las interacciones especificas entre protelnas. son esenciales. para la. mayorla de. Jos 
:: ,··· 

procesos biológicos. Un tipo de interacción. entre protefriases Ja' dimerlzación, esto es, la 

fonnación de un complejo fonnado por dos protel~~~·r;l~cio~ad~~. 
La dimerización es un evento c~mú~ ¿n. la i;~nsduciiÓn de señales, ya que pennite 

regular, a través de diferentes mecanismos, la interacción entre las protelnas involucradas en la 

generación de estas señales. La dimerización pennite orientar y acercar a las protelnas. Un 

ejemplo de ello es el que presenta el receptor de TGF-P. En este caso, el acercamiento de dos 

receptores pennite la lrans-fosforilación de las cadenas citoplásmicas de cada unode ellos (94). 

Otra ventaja de la dimerización es que se pueden recluiar dos proteinas con f~nciones diferentes. 

En este caso la interacción de dos protelnas puede generar un compléjo con funCión negativa, 

mientras que si una de esas protelnas interacciona. con otra, la ·función del complejo pueda ser 
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positiva. En muchos casos se ha observado también c¡ue la fonnación de dlmeros aumenta la 

afinidad del complejo por su ligando, por ejemplo el heterodimero Fos-Jun (95). 

Los receptores de los linfocitos B y T ( BCR y TCR), son complejos muitiproteicos que 

contienen tanto dominios de unión al antfgeno, como subunidades con capacidad para transducir 

señales. En el caso del receptor del linfocito T, las cadenas a y ~ son las encargadas de reconocer 

al antfgcno, mientras que las cadenas asociadas que fonnan el complejo CD3 y la cadena del 

TCR~ se encargan de iniciar la señal. Los estudios realizados con estas cadenas están basados en 

el diseño dcmoléculas quiméricas que cont.lencn los dominios extracelularcs de otras protelnas y 

las colas citoplásmicas de las cadenas del complejo. En estos estudios, el entrecruzamiento de las 

moléculas quiméricas es capaz de indu~ir tanto .séiiales' tempranas como tardlas, demostrando que 

estas cadenas so~ las e~cargadas .. de Iniciar la señal y que era necesaria la oligomerización de 

estas cadenas (96, 97).: Más· tarde, se demostró que era necesaria la oligomerización y no la 

dimerización de Ja cadena del TCR~ para inducir una señal (98, 99). En otros estudios se 

demostró que los com~l~jos;~e ~CR/MHC/péptido forman oligómeros en solución (100). ~stc 
efecto es especifico, ya que sólo se observa. cuando se presenta el péptido correcto. La 

oligomerización dependierit~ del pépUdo observada en estos estudios sugiere que diferentes 

péptidos pueden inducir diferentes grados de oligomcrización y esto, repercutir en la intensidad 

de señal que reciba el linfocito. 

lll. i. ii. Sistema de dimerización 

Ya que la dimerización y oligomerización de protelnas son eventos usuálcs en la blologia 

de las células, se han diseñado sistemas que sean capaces de inducir la dimerización de estas 

proteínas. Estos métodos están basados en el uso de moléculas orgánicas de bajo peso molecular 
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capaces de pennear la membruna e interaccionar con dos ligandos al mismo tiempo e inducir su 

dimerización. A estas moléculas se les conoce como "inductores químicos de dimerización" 

(chcmical inducers of dimerization, CIDs). Estos inductores constan de dos dominios que 

reconocen cspecfficamente dominios que han sido fusionados a las proteínas de interés. 

El primer dimcrizador, el FK 1O12-1-12, se generó a partir de la droga inmunosupresora 

FK506. El efecto inmunosuprcsor de esta droga sobre la actividad de los linfocitos T, depende de 

su interacción con la proteína chaperona FKBP-12 ("FK506 binding proteín 12"). Una vez que la 

droga se une a la chaperona FKBP-12, es capaz de interaccionar e inhibir a la fosfatasa 

ealcineurina. Esta fosfatasa está involucrada en la activación del factor de transcripción NF-AT, 

de manera que si este factor no es defosforilado, no puede translocarse al núcleo y actuar como 

factor de transcripción. Como consecuencia, no se completa la señal de activación y por lo tanto 

se inhibe la respuesta del linfocito T. 

El dimerizador FK 1O12 se generó ni unir dos moléculas de FK506 a través del sitio de 

unión a ealcineurina. Este dímero contiene los dos dominios de unión con el ligando, el FKBP-

12, pero, puesto que carece de los dominios que interaccionan con · 1a calcilleurina, este 

dimerizador no interfiere con la actividad celular (Figura 7). 

Los dimerizadores o moléculas inductoras de la dimerización se utilizaron por primera· . .. . 

vez para entrecruzarla cadena del TCR~. En este trabajo se diseñó una quir~ern que contenia la 

cola citoplasmática de la cadena l; y un módulo de unión de la molé.eulá indtictora. de 

dimerización. Esta quimera estaba anclada a la membrana por un dominió de miristilación. En 

este estudio, el tratamiento con el dimerizador FK 1O12-1-12 generaba la. activación de un gen 

reportero dependiente del TCR (Figura 8) (98). 
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• FK506 

• ::¡:: FK1012 

-· FKBP 
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Toxicidad e inmunosupresión 

Figura 7. Efecto de la droga inmunosupresora FK506 vs. el dimerizador FK1012. La droga inmunosupresora FK.506 se une a la 
inmunofilina FKBP-12 presente en la célula. La interacción entre estas dos proteínas permite la unión e inactivación de la fosfatasa 
Calcineurina. Esto inhibe la activación del factor de transcripción NF-A T. El dímero de la droga inmunosupresora FK.506, llamado 
FK1012, no es capaz de interaccionar con la fosfatasa. El dimerizador conserva los dominios de unión al FKBP-12 pero carece de los 
sitios de unión a la Calcineurina. 
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Cirut~as de limtinas 

Figura 8. Activación de la cadena TCR~ 
por el entrecruzamiento intracelular a 
través de dimerizadores qu1m1cos. 
Spencer, et. al. (98), diseñaron un modelo 
de activación de la cadena TCRs por 
medio del entrecruzamiento con 
dimerizadores químicos. En este trabajo se 
generó una quimera que contiene el 
dominio citoplásmico de la cadena TCRs 
unida a tres copias del ligando para el 
dímerizador FKI012. En este trabajo se 
demostró que el entrecruzamiento 
exclusivo de esta cadena es suficiente para 
inducir la activación de factores de 
transcripción como NF·AT. 



Actualmente se han desarrollado varianles sintéticas del dimerizador FK1012. Se 

diseñaron nuevos dimerizadores, entre ellos, nuevas variantes como el FK 1Ol2-H2, y los 

dimerizadores sintéticos APl510 y AP20187. Eslos últimos dimcrizadores se generaron a partir 

de la estructura del FK1012-H2. El dimcrizador APl510 es la variante sintética del FKIOl2-H2, 

mientras que el AP20187 es una variante de menor tamaño, más estable y que interacciona 

especfficnmente con un nuevo ligando. El nuevo ligando es un FKllP-12 que contiene una 

mutación en el aminoácido 36 (F36V)(Figura 9). En el presente esludio se utilizaron los 

dimerizadores FK 1Ol2-H2 y AP 151 O puesto que nuestras quimeras contienen la molécula 

silvestre de FKllP-12, y el nuevo dimcrizador sólo inteructim con moléculas mutantes para las 

secuencia FKllP-12. 
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Figura 9. Estructuras de los dimerizadores. El dimerizador FKI012 es el dímero de la droga inmunosupresora FK.506. Este 
dímero fue generado a partir de la unión a través de la región de unión a Calcineurina por un anillo benzénico. El dímerizador 
AP1510 fue sintetizado a partir de la estructura y función del FKI012. Este dimerizador es más pequeño pero posee la misma 
afinidad por su ligando, el FKBP-12. El dimerizador AP20!87 es una nueva versión capaz de interaccionar solamente con un nuevo 
ligando, el FKBP-12•, que contiene una mutación en el aminoácido 36 (f--7V) 



IV. Juslilicaclón 

La sefialización u través del TCR es crucial en la activación de los linfocitos T. El 

resultado de esta señalización depende del estadio de diferenciación en que se encuentra el 

linfocito T. Asf mismo, en linfocitos T maduros la señal mediada por el TCR puede inducir la 

activación del linfocito T, llevando a In proliferación y la diferenciación funcional, o bien, inducir 

un estado de "no respuesta", cuando la señal a· través del TCR se da en ausencia de 

coestimulación. La capacidad del TCR para transduclr scfinles, es conferida por su asociación al 

complejo TCR~/CD3. Hasta la fecha se han propuesto dos modelos para explicar la contribución 

de cada una de las cadenas del complejo CD3 a esta señal. El primer modelo postula que las 

cadenas del complejo tienen un papel cuantitativo. Es decir, los ITAMs poseen la misma función 

y sólo contribuyen amplificando las señales. Esta hipótesis se ha propuesto basándose en trabajos 

en los que se describe que el número de IT AMs utilizado para la reconstitución del fenotipo de 

ratones "knock out" para la cadena TCR~ (101), se correlacionacon'e1 grado de desarrollo de los 
-~ ' 

linfocitos T, apoyando su contribución cuantitativa. Por otro lado, el seg~ndo modelo p~stula que 
,._ . ··: 

cada. cadena puede contribuir de manera cualitativa; genera~do '~~¡¡~;~; ~ifercntes. durante el 

proceso de madur~Ción ·y/o activación de los linfocitos··~ ( 101 ). Este ,:se propone co~ base en 
:'.:'_, 

cstucÍiosi11 vÚro•en los.que se ha demostrado.que los ITAMs presentes en las distintas cadenas 
:.• ·-,: ' ' . 

tienen afinidad difere~cial por diversos substratos, sugiriendo una diferencia cualitativa e~tre las 

distintas cadenas del complejo CD3. Por lo tanto aún existen incógnitas sobre la contribución 

individual de las cadenas del complej~, asf como de los. co-rcceptores, en las ~efial~s involucradas 

durante In diferenciación y activación de los linfocitos .T. 
'·'' 

Para, el análisis de 'las séñal~s iniciadá~ por el complejo TCRJCD3 en linfocitos T 
: ,.' :· : ' ·. 

maduros, se han generado quimeras con los dominiÓs citoplas111áticos de cada c~denn. Algunos 
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de estos estudios proponen que la cadena TCR~ es suficiente para inducir una señal completa de 

activación, pero otros contradicen esta hipótesis. En nuestro laboratorio se estudió previamente el 

papel de la cadena TCR~ en lineas tumorales de linfocitos T, asl como en el desarrollo y Ja 

activación de Jos linfocitos T utilizando un modelo de ratón transgénico. En este trabajo, los 

resultados obtenidos demostraron que i11. vitro utilizando la linea tumoral de linfocitos T, la 

cadena TCR~ fue capaz de inducfr una s~ñal completa ~e activación determinada por la 

fosforilación de esta cadena, as! corno por ,:.;; ' a~tiva~i~n de factores de transcripción 

imprescindibles en la activación de los linfocitos T. Sin ~·mba,rgo, el estudio: de IÍnfoc;tos T 
'·-'· 

maduros y timocitos del ratón transgénlco, la activaciÓn i~dividual de TCR~ fÚe 'incapaz dedar 

todas las señales requeridas para inducir ia difcrericiaciÓn de. t.irnocitos y la acti~ació~fu~clonal 
de los linfocitos T periféricos. Estos resultado~ :~os ll~v~lla postÜJar qite i11;1•ivo,~t~~~;¿aclcnas o 

~.·.::::,??.- .<¡:-.. ·:~~'~:_· ... >·:·_'. ~:-·:·-·, '.·::>·.~, ... ;\::_:. ~-·-
el ca-receptor CD4 son necesarias para complementar las. señales inicmdas a través de la cadena 

- -·- ·-:-_'i -~;~--i·--~-·-t;;_·,-· ·-- ·_:;:·:-.-~:' ;···: 

TCR~. 
.- ,. ' , - .'~ --~- .' ~:~--~:~" '.?_-.~.::.·_. -

; ,-- - .-.:, . .:;;_'.--,- ~:.·.\, - - - -

Los ca-receptores tienen un Jiapel.l~porta~¡~~n la ácti~adÓn ele lo~ linfocitos T. Los co

receptores estabilizan la i~teracció~ ~ntre el TCR y Ja~ .;;olé~~las clel MHC, gracias a que 

interaccionan al mismo ti~'mpo con las molécu,las ~el MHC, Dado, que los ca-receptores están 

asociados a través de su dominio citoplásmico a las cinasas de I~ familia Src, Lck y Fyn, el 
. ' 

' - . 
acercamiento de los ca-receptores· al TCR permite recluta,r a estas cinasas a los dominios 

intracelulares de las cadenas del complejo TCR~/CD3 y de'ésta 'manera, iniciar la cascada de 

señalización del TCR. Esta segunda función de los co-r~c~~tgr~~ no~ sJ~Ícre que estas moléculas 

puedan tener un papel Importante en la amplificación de:1:'sefi~1 del TCR:Es porello que en este 

trabajo pretende entender mejor la contribución bloqu!mic~y·f~nciC>~~l:~~I ~~'.'rec~~or CD4 a las 

señales iniciadas a través de TCR~. 
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V, Hipótesis 

La contribución del co-reeeptor CD4 a las señales inducidas a través de la cadena TCR~. 

permile potenciar vlas de señalización, que se traducen en la optimización de la respuesta 

funcional del linfocito T. 

VI, Objetivos 

1) Expresar las quimeras de las cadenas TCR~ y el co-receptor CD4 en el hibridoma de 

linfocitos T murinos Byl55,18 y las lineas de linfocitos T tumorales Jurknt E6-1 y 

Jurkat Tag. 

2) Analizar la fosforilación ele la quimera de la cadena TCR~ co.mo consecuencia del 

entrecruzamiento extracelular (con el m1tieüerpo ai;ii~co2) e i~tracelular (con el 

dimerizador) en presencia y ausencia de In quirÍ1era dél co'.recepior 'co( 

3) Evaluar la capacidad de las quimeras ;;~a i~clu~l>respue~tas .. ~~sc~da ·abajo" en la 

señalización como la elevación de calcio intfa~el~lar y la.~ctivaeiót1 de 'faclores de 

transcripción. 
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VII. Materiales y Métodos 

VII. a. M<1teria/es 

VI l. a. i. Vectores/Clonación 

Para generar la quimera de ~ (CD2-~·FKBPx3) se amplificó por PCR un fragmento de 

aproximadamente -700 pb que contiene los dominios extracelular y transmembranal de la 

molécula CD2 humana. Este fragmento fue clonado en el plásmido Bluescript (pSK-) 

utilizando las enzimas de restricción Xbal y Xhol. Posteriormente se insertó en el extremo 3' 

un fragmento de 320 pb que contiene el dominio citoplásmico de TCR~ murino, previamente 

purificado del ph\smido MZE. (98). Finalmente se colocaron tres copias de la secuencia que 

codifica para la inmunofilina humana FKBP-12 (-IKb) previamente purificadas a partir de la 

digestión con Xhol del plásmido M3FE, 

Para generar. la const~cción que contiene el CD4 murino, se amplificó por PCR el 

fragmento q~c c~rrespondc ·al• donÍinio -citoplásmico (aminoácidos 384-447) utilizando la 

DNA polimcrasa de alta eficiencia (l'FU, Stratagenc, USA). En el extremo 5' se añadió un 
- . 

. . 
· sitio de. restricción Sal 1 y en el extremo 3 'se añadió un sitio de restricción Xho 1 para facilitar 

la ligación con la región 5'CD2 y con el fragmento FKBP-12 en posición 3'. El fragmento 

amplificado se cortó con las enzimas Sal 1 y Xho 1 . Este fragmento se Insertó en el plásmido 

que contenia la región ex!racelular y transmembranal del CD2 cÍon~do en pSk- (linearizado 

previamente con Xlio 1). A este phismido se le_ insertó eifragtnento FKBP-12x3. 

Para cxpresai las;qui1riAas e~'céJÜl~s~u~~JC>nt~fse:~ort~;~n Ías construcciones de las 

quimeras y se insertaron en el plá~mido_ l'BJS utiliZllndo .las e~zlrnas de restricción Xbal y 

EcoRI (98). 
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VII. n. ii. Llnens Celulares 

Se utilizó un hibridoma de linfocitos T murino, la Byl55.18 (donado por la Dra. Barbara 

Bierer; Dana Farber Canccr lnstitute, Boston MA, USA) y dos líneas de linfocitos T humanos: 

las células Jurkat E6-I (ATCC 11177) y células Jurkat Tag (donadas por el Dr. Stuart Schreiber; 

Dcpartment of Chemical Biology, Harvard University. Cambridge, MA. USA). Todas las líneas 

se mantuvieron en cultivo en medio RPMI 1640 (Gibco BRL Grand lsland, NY •. USA) 

complementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco BRL Grand Jsland, NY. USA), 

glutamina (292 µgm1l), estreptomicina 100 µg¡ml, penicilina 100 U1ml (Gibco BRL Grand Jsland, 

NY. USA) y HEPES 12.5 mM (Gibco BRL Grand lsland, NY. USA). Para las electroporaclones 

se utilizó medio Rl'Ml 1640 con 10% de SFB, glutamina 292 µg1ml, esÍreptomicina 100 µg1ml, 

penicilina 100 U/mi en ausencia de HEPES. En el caso de las estimulaciones, para disminuir la 

fosforilación basal de las proteínas de la célula, se utilizó medio RPMI 1640 complementado con ·. .. - . -·~ 

0.5% de SFB, glutamina 292 µg¡ml, estreptomicina 100 µg1ml, peniciHna 100 U11ill y HEPES 

12.5 mM. Las lineas E6Z4 y E6CD4G5, que expresan establemente las quimeras de la· cadena 

TCR~; y CD4 respectivam~nte, se mnntuviero;1 e:n medio RPMI 1640 ~ompl~mentado con i 0% 
. . 

de Suero .Fetal Bovino (SFB), gl~tamir;a (292 µg1ml), estreptomicina 100 µg1ml, penicilina 100 

U/mi, HEPES 12.5 mM y I.2 µg/ml geneticina (G-418 Sulfate. Gibco BRL Grand lsland, NY. 

USA). Las líneas estables, Tag~ y TagCD4, que expresan establemente las quimeras de la cadena 

TCR~; y'CD4 respectivamente, semantuvieron enmedio RPMI 1640 complementado eón 10% 

de Suero Fetal Bovino(SFB), glutamina (292 µg1ml), estreptomicina 100 µgÍml,penicilimi 100 

U1n1l, HEPES 12.5 mM y 1.9 µg/ml gcnetidna. 

48 



VII. a. jii. Dimerizadores 

Se utilizó una versión modificada del dimerizador original FKIOl2-A, el dimerizador 

FK 1O12-1-12. Este dimcrizador fue sintetizado por el Dr, Steve Di ver, del Departamento de 

Biologla Qulmica de la Universidad de J-larvard, Cambridge, MA, USA, También se utilizó un 

dimcrizador sintético, el API S IO (102). Este dimerizador esta diseñado .en base al dimcrizador 

FK 1Ol2-H2 pero tienen un menor tamaño y posee imaactivldad más potente en ensayos de 

transcripción i11 vitro (proveido por la compañia Ariad Pharmaceuticals, Cambridge, MA, USA). 

VII. a. iv. Anticuerpos 

Para la tinclón de las moléculas en la superficie se utilizó el anticuerpo primario anti-CD2 

humano biotinÍlado(l/200-1/400 v/v)(TS2.18, proporcionado por la Dra. B. Blerer, Dana Farber 

Cancer lnstltute, Bastan MA, USA). Para ·reconocer este anticuerpo primario se utilizó 

estreptayidina conjugada a ficoeritrina (llWO v/~)(str~~tavidin-PE, Pharmingen). Para la tinclón 

intracelular de las quimeras 'se utilizó el anticuerJ'o Anti-HA acoplado a FITC (1/200) (l 2CAS, · 
¡•""· 

pu~ificado en nue~tro l~lmraíalio). > 
Para Ía estl~~l~cÍóndll los linfocitos T humanos, se utilizaron l~s siguieníes anticuerpos 

primarios: Anti-CDJ m~rino biotinilado (2CI 1 Sµg/ml), anti-CD3 lmlllano bl~tlnHado (OKT3bn, 

S µg¡ml) y anti-CD2 humano biotinilado (TS2. l 8bn, Sµg/ml). En elcas6 del hibridoma de ratón, . .. .. . . 
. ~ . . 

se utilizó el anticuerpo anti-CD3 biotinilado (145-2CI 1, Pharmirigen); Para entrecruzar los 

anticuerpos primarios se utilizó estreptavidina purificada ( 1 O µwml,' Pierce). 

Para las imunoprecipitaciones y la detección de las 'qui;t1eras, ási éamo de, las llloléculas 
( . i-~:,,_, ····:.>,·': ·" . . 

· particip~ntes en la cadena de señalización se utilizarokl~~ ~ig~i~\itci~''ri\itkuérpos, pri?1ari~~: ~nti-

l-IA (12CAS, Roche. lnmunoblot, 3 µgtml). anti-HA (F\ 'sa~ta ~ruz Eliot~~hn~logy Jnc. 
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lnmunoprccipitación con 2 µg¡muestra), anti-HA ( l 2CA5, purificado en nuestro laboratorio. 

lnmunoprecipitución, 2 µg), anti-~ (B6 I 0.2, Santa Cruz Santa Cruz Biotechnology lnc. 

lnmunoprecipitación con 1 µg1111uestra, lnmunoblot, 1 µg¡ml), anti-CD4 (C-18, Santa Cruz Santa 

Cruz Biotechnology !ne. lnmunoprecipitación con 3 µg1111uestra, lnmunoblot, 3 µg¡ml), anti-Lck 

(3A5, Santa Cruz Biolechnology !ne. lnmunoprecipitación con 1 µg¡muestra, lnmunoblot, 

1 µg¡ml), antl-Zap70 (LR, Santa Cruz Biotcchnology lnc. lnmunoprecipitación con 1 µg¡muestra, 

lnmunoblot, 1 µg¡ml), anli-fosfoErk (pErk, E-4, Santa Cruz Biotechnology !ne. lnmunoblot, 

O. 75 µg¡ml), anti-fosfotirosina (pTyr, 401 O). Upstate Biothecnology. lnmunoblot, 1 µg¡ml). Los 

anticuerpos primarios fueron detectados con los anticuerpos: anti-ratón, anti-conejo y anti-cabra 

unidos a peroxidasa (l/2000, Amersham Pharmacia Biotech lnc, NJ). En todos los casos se reveló 

con ECL (Amersham Pham1acia Biotech Inc, NJ) siguiendo las instrucciones indicadas por la 

compafl!a. 

VII. b. Métodos 

VII. b. i. Transfección de células Jurkat E6-l y Jurkat Tag 

Para generar lineas que expresan transitoriamente las quimeras se electroporaron 1O7 

células Jurkat Tag con 5 µg de los plásmidos CD2~MA o CD2CD4MA. Se utilizó un 

electroporador BTX modelo ECM630 (BTX). Las condi~lones ele _electroporacióh utilizadas 

fueron: 960µF, 125 ohms, 240 volts en 300µ1 de medio ,Para ele~trop~ra~. Las células se 
' . ' - : ' ' ~ ~· - ' ~ .:':. . ' 

incubaron en JO mi de medio RPMI completo por. Is' hil~~', Posteri~rmentc sé. pasaron a cajas 
->< '•:.;·'' ,,. ·'· • 

~on 1 O mi de medio de ayuno y se incubaron .i 8 horas más. 
:.·-;.,.: ~::,;:_ -

r~ra las transr;cciohes esiabl~s. se utiú'Zarcih 10~ células y se electroporaron con 10 µg de 

los mismos plásmldos previamenie Úne~~;~Jis con la enzi;na EcoRI. Las células se recuperaron 
. ' . .. . ,, ' 
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en 1 O mi de medio completo y posterionnente se pasaron n medio completo con geneticina ( 1.2 

µg/ml o 1.9 µg/ml) purn seleccionar Jns células que han integrado el DNA en su genoma. 

Yl!. b. ji. lnmunotinción 

5 x 105 células se resuspcndieron en 50 µ1 de solución de Invado de FACS (PBS pH. 7.4, 

2% SFB y 0.02% Azida de Sodio), y se centrifugaron 5~1n~tos a 1000 IPITI• Las células se 

incubaron . ~on 50 µI de solución de Invado con el anticuerp0" primario, se incubaron por 30 

minutos a'. 4ºC, se centrifugaron y se eliminaron los sobrenadantes. Para eliminar el exceso de 

.. anticuerpo primario, se lavaron tres veces con 200 µI de solución de lavado. Después del último 

lavado, las células se incubaron con 50 µI de solución de lavado con el anticuerpo secundario por 

30 minutos a 4°C. Las células se lavaron tres veces con 200 µI de solución de lavado. y se fijaron 

con 100 µI de solución de fijación (PBS pH . 7.4, 4% de Parafonnaldchido). Las células se 

almacenaron a 4ºC en oscuridad hasta analizarlas utilizando uncitómetrode, Oujo (FACScan®, 

Becton & Dickinson). Las tinciones fueron analizadas utilizando . el programa Cell Quest® 

(Becton & Dickinson). 

jji. Ensayos de fosforilación 

1. Estimulación 

Se contaron las células y se inocularon 107 células cri cajas depetrl 'con 10 mi d~ medio ·· 
... .- · .. ·:·.·, '<; .:,; .. ,L,, • ... ·.' :~·.:: .·:·.<;: -,·· , .. ,.., '.,~~¡\~:~::, - ~5~~ - :-:'. -, ::·:~ ~-~ ·,~'. • 2}:·~· · · :-- .-. :-~. ~ -.. :: . · ~ ,:'.:" ,': : .: :·· --• 

RPMI 0.5% de SFB por 18 horas, para disminuir In fosforilaclón .basal; S.e centnfugaron yse 
,_ :: <·:;: :/ :· .:·-::, _ ,,,~_::· . -: ·< ~-:.•' ·· .. ~· -,;-,.,·::_ ,: _. /-,< :<i ,_-:¡·,.-.:::\;··,\·3':: ;\ -'. . :; :· ' ,·· ,(,'.. ·.: 

resuspendieron• en 300 µI .de .• med.io RPMI.o:sV. ·de , s'FB ¡con'i•'s ·~~·~1 'J~·'.ari'tÍCÜerPo : ~~m~rio 
(anti-CD3 ·º anti co2j · ~ · 1 ~M. d~l·-~iµ~~~ªj~~~~-~~i"if~:~:f ,~.X~\s.új:··~1·:~f ~~ii!'~sti~~;~das 
con los · anticuerpos ;e ¡ ~~ub~~6n ~ '4•c ~orI s ini~ulcis ~ J()5t¿Á()~~;,¡e· ~~: i~t~fiaciiÓ ·• 10µ~m1 

-. -:. , : .-- - - . . .. .. _- ---- "-··-' '. · .. · :·.'._y~._--- ·' . . .. .. - -- - - . . -.. ~-~- . ;. , -_ ··::_ •.. ,. --~··:·· - . -~: - ·- , 

. . . 
~ . . 

·-··-- ··---- "'--·----·· ___ ,_ -. ~ .. - . 



del unticuerpo secundario o cstreptavidina, Se incubaron 3 minutos a 3 7ºC y se detuvo la 

cstimulnción con 600 µI de solución de "stop" a 4ºC (PBS, 20mM NaF y 1 mM NaJV04), Las 

células que fueron estimuladas con el dimerizador se incubaron 20 minutos a 37ºC y se detuvo la 

cstimulación con 600 µI de solución de "stop" a 4ºC, Todas las células se centrifugaron 5 

minutos a 1000 rpm y se resuspcndieron para lisar en 100 µI de solución de lisis (1% Trlton X-

100, 20mM Tris pH 7.6, IOOmM NaCI, lmM EDTA, 20mM NaF, !mM Na¡V04, Aprotinina 

1 Oµg/ml, Leupeptina 1 Oµg/ml, Pepstatina A 1 µg/ml, DTT Í µM y PMSF 1 Oµg/ml), Las células se 

incubaron con la solución de lisis pÓr 10 minutos a 4ºC y se centrifugaron por 1 O minutos a 

13000 rpm. Finalmente se recuperaron' Jos sobrenadantes~ _ 

2. Inmunoprecipitaclones -

A partir de 100 µI de los sobrenadantes, se tomara~ 20 µI para correr llsados totales y al 
' ·- -· ,,· ·. -

resto del lisado (80 µI) se le añadió 300 µL de~solu~iÓn\de lisis'•y; él anticuerpo para 

inmunoprecipitar. Se incubó por 1 hora a 4°C en,~-~Ítafiónn,i~teriri~ent~ se le añ~dió JO µl de 

Proteina G-Agnrosa (Jnvltrogen Corpo~tion, é~~Í;b~~d. :CA, usAryse déJó fncub~ndo por 18-
,~·. . :·:'! 

horas a 4ºC en agitación. 
•··. 1 

Las muestras se centrifugaron por 1 minuto\ 8000 rpm: y las pastillas d~ agarosa se 

lavaron con 600 µl de solución de li~is, se centrifugaron por 1 minu;o a 8000~m. Este lavado se 

repitió 3 veces. Finalmente l_as pastillas se resuspendieron enc30 µI de, solución de_ lisis y se 

añadió 30 µI de colorante para proteinas (20 ~M Tris ¡ÍH 6.8, So/o SOS, 40% Gli~erol y Azul de . . : ' . . . ; . ~ ' -·' -. , -

BromofcnoÍ) .. A los lisad~stotales se, les añadió 20 µl de_ colorante para protelnas. Todas las 
•·r··-

muestras (inmunoprecipitaciones y Usados) ~~ hfr~ier~n por 5 minutos a 95ºC y se centrifugaron 
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por 10 minutos a 13000 rpm. Para identificar las protclnas, las muestrns se scpnrnron en geles de 

ncrilamida al 10% (161-0158, Bio Rad Laboratorics, CA, USA) en condiciones dcsnaturalizantes. 

3.' tnmunoblots 

Se utilizaronm~~bran~s dediíloniro de polivinilo (PVDI') de 0.45 µM (lPVHOOOlO, 

lnmubilon-P, ~;u i(l~rc :fdl]l~r~tlon, Bedfore, MA, USA). Las membranas se cortaron al tamaño ; : .. ,:·, ', __ -_ ·' .·.· ·: ;·:.~ >·· ·. ''· '· ·' 

de los geles y ·~~ hÍ~ratar~n· ~n metanol al 100% por 20 segundos, se lavaron con agua por 2 

minutos yse dcj~r~~ eri ~~luci~n de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 200 mM, Metano! 20%) 

por 5 miliutos. Se hizo un "sándwich" colocando, desde abajo hacia arriba: dos capas de papel 

Whatman (al mismo tamaño que el gel y la membrana), el gel, la membrana y dos cupas de papel 

Whatman. El papel fue previamente humedecido con la solución de transferencia. El "sándwich" 

se colocó en el aparato de transferencia (Panter Scmidry Elcctroblotter, Owl Scientific. 

Portsmouth, NH. USA.) y se transfirió por 1 hora a 10 volts o 1 amp. Al finalizar. la transferencia 

las membranas se bloquearon con una solución de .TSA (Tris 50 mM pH -7.6, NnC1150 mM, 
: ·:: .... _._ .. : ... _;-: _-.:.\: ·_:;:,_,..:·_·: < :r··-- . --· ::,·.':::· _;· ,·.: . · -_·::.: .. ·> :' : ... _. :..,-: -•--:(. _-:···;-::::·. ·:_) .: ·>_.:.·. _;._: __ :'\'· i 

Azida de Sodio 0.02%), 0.1% Twccn 20 y s% <l6' BsA· c~ara:4GlO) ~ s%1é~i;~ :c~m~tio~ sin 

grasa (para el resto de los anticue~os) g~f. ~,-Jt~~~fI-if~·~~ia1:r~ · rihibi~n~:qt~~~p~~che ·~ 4ºC, 

en agitación. Se sacaron las memb~~~al'~~~tfu~t'g~ri ~n JSA, 0.1 % T~ee~:;~o. i % de BSA o 1 % 

de leche y el anticuerpo prit~~i~. ·~eW~~~b~'io~\por 1 'hora a temperatura ambiellle o toda la 

noche a 4°C, en agitació~::t·:~~~~~~ ·l ;;,~;~~~~~s y se lavaron tres vccés con ~S (Tris 50 mM 

pH 7.6 y NaCl 150 mM);'o.t~Orwe~ll 20 (10, 5 y 5 minutos). Se in~ubaron en TS, 0.1% Tween 

20, 1 % de BSA o 1% ~~ lec~c }~l anticuerpo secundario. Se incu~aron por 20 minutos y se 
•;.·: 

lavaron cuatro ".eC:es conTS, 0.1% Tween 20 (10, 5, 5 y 5 minutos). Las proteinas se revelaron 
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con ECL (Amersham Pharmacia. England) por 1 minuto y se expusieron de 5 n 45 minutos en 

placas de rayos X (Biomax MR, KODAK, Sigma Aldrich. SI. Louis. MO. USA). 

iv. Flujos de Calcio 

Se marcaron 5x I06 células con Fluo-3 (F-1242, Molecular Probes, Oregon, USA) y 

Fura-Red (F-3021, Molecular Probes, Oregon, USA) siguiendo el siguiente protocolo: Se 

preparó una solución de Ácido. Plurónico {o.5µg/ml en 5 mi de medio RPMI al 2% de Suero 

Fetal Bovino) (P-6867, Molecular Probes, Oregon, USA). Se diluyeron los. viales de Fluo3 y 

Fura Red en 50. µJ de DMSO estéril y se preparó la solución de tinción 2x, añadiendo 30 µI de 

Fluo3 (6µg/ml) y 50 µJ de Fura Red (IOµg/ml) a los 5 mi de medio RPMI al 2% de SFB + 

Ácido plurónico. Esta solución es utilizada para permeabilizar las células y pennitir la entrada 

de los fluoróforos. Aparte, se contaron las células y se diluyeron en medio RPMI al 2% de 

suero Fetal Bovino a lxl07 células por mi'. Se fu~ic16\1:l;·la~uspensión de células y la 
-·.;> 

solución de tinción 2x (ejem. 0.5 mi de cÓJulas y c}.5 ~Id~ las~lución de tinción 2x) y se 

incubaron por 45 minutos a 37ºC, agitando cada JO ~inutos. Se l~varon las células 3 veces 

con 1 mi de medio RPMI al 2% SFB. Las pastillas celulares sé re~uspendieron en medio 

RPMi'al 2%. desuero fetal Bovino y se incubaron por 45 n'i.inutos a temperatura ambiente, 

agitando cada.JO minutos. Las células se lavaron nuevamente con 1 mi de RPMI sin SFB y se 

resusperidie;on finalmente en 1 mi de este medio. Para las estimulaciones, se prepararon tubos 

de FACS con 1 mi de medio sin SFB. Al mo~~nta'·de<;asarlas por el FACS, se le añadieron 

300. µI de la suspensión de células a cada'tubb·~ se colocaron a 37ºC. Se estimularon 

añádiendb al momento: Jbs dimeriZadore~FKfot2-H2o AP1510 (lµM), anti-CD3biotina 
• '< : y·:,._ .' . 

(5µg/ml) o anti-CD2bi~tina (5µg/ml)seg~idosae estreptavidina (IOµg/ml). Para verificar las 
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condiciones de las células y la máxima liberación de calcio se añadió el ionóforo lonomicina 

(500ng/ml). Lu ionomicina forma poros en la superficie de la membrana celular pennitiendo la 

entrada del calcio presente en el medio. Los resultados fueron adquiridos utilizando un 

Citómctro de Flujo marca FACScan® (Becton and Dickinson) y el programa CellQuest® 

(Bccton and Dickinson). Para analizar los flujos de calcio se utilizó el programa FACS 

Assistant® (Bccton and Dickinson), que pennite calcular la razón de las fluorescencias 

FL l /FL3 y los resultados fueron importados en el programa Microsoft Excel® para graficar. 

v. Secreción de Fosfatasa Alcalina CSEAP) 

107 células de las lineas estables E6-I (silvestre), E6~ y E6CD4 se transfectaron 

transitoriamente con 5µg del plásmido que contiene el gen de la fosfatasa alcalina como gen 

reportero y los sitios de unión a NF-A T. Se Incubaron en cajas de 96 pozos con 100 µI de 

medio RPMI 1640, 10% de SFB a una concentración de 7xl05 células por pozo. Las células 

fueron estimuladas añadiendo 100 µI de medio con: 2nM de PMA (phorbol myristate acetate) 

+ titM de ionomicin_a, 5mg/ml de anticuerpos (anti-CD3 o anti-CD2) 6 lµM de los 

dimerizadores FKI012:H2 o AP1510 y se incubaron por 24 horas a 37~C. Para verificar que 

nuestros r~sultados·. son producto de la activid~d de la fosfatasa alcalina, se incubaron las 

células a 65-70ºC por 2 horas. A esta temp~ratura la fosfatasa alcalina no pierde su actividad, 

mientras que las fosfatasas del medio-de culii~o: sis~ illactivan. Las células se centrifugaron 5 

minutos a 1000 rpm y se recuperaron los sobrenadantes de_ca.da pozo y se Incubaron a 37ºC 

por 24 horas con el sustrato de la fosfatasa alcalina, 4,metil-lumberiferilfosfato (M-3168, 

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). La actividad d~ fosfatásá alcalina .se leyó a 355nm de 
,·', 

exitación y 460 nm de emisión utilizando un lector de fluorescencia (FluorosKan). 
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Vlll, f{csultados 

V///. a, f;)1iresió11 de /as quimems e11 la lí11ea de /i1¡focitos T 11111ri11u By/ 55.18 

Para analizar el papel la cadena TCRs y del co-rcceptor CD4 en la señalización mediada 

por CI receptor del linfocilo T (TCR) se utilizó un slslema de dimcrización que nos pem1ite 

cnlrecruzar espcclficamcnle la protclna de inlerés y de esla manera, poder evaluar la contribución 

de cada una de las cadenas de manera individual. De la misma manera, podemos analizar las 

señales inducidas por dos o más cadenas al mismo tiempo, Nuestro sistema de dimerización se 

basa en la utilización de quimeras que contienen los dominios citoplasmátlcos de las cadenas 

TCRs y del ca-receptor CD4 como nucslras protelnas de interés. Las quimeras se ubican en la 

membrana gracias a que conliencn los dominios extracclular y transmembranal de la molécula del 

CD2 humano (CD2). Las quimeras contienen en el dominio carboxilo terminal, tres copias de la 

inmunofilina FKBP-12, como ligando de nuestro dimerizador y un ephope de la Hemaglutinina 

(HA) del virus de la Influenza como marcador (YPYDVPDY A) (Figura 10). Cabe mencionar que 

en el caso de la cadena TCRs. la cola citoplásmica ~ontiene las regiones lTAM involucradas en 

la señalización, y en la quimera de CD4 contiene el sitio de interacción con la cinasa Lck, Asl 

mismo, la presencia del dominio extracelular de la -~10lééu1~> CD2 humana nos permite 
' .. · 

enlrecruzar cxteriom1ente las quimeras con la finalidád de generar" una_ señal máxima de 
·¡>· 

activación. L. }: 

Las quimeras CD2scit-FKBP-l 2x3 . y CD2-CD4cit:Fl(~P-l 2"x3Üueioll expresadas 
····.'{; 

establemente en un hibridoma de linfocitos T murino, e1Byl55.l s>y'se g;ne~r~n clonas para 

obtener poblaciones homogéneas con alta expresión (clo~~:}~'~~~~i~~,~~~~;~~ l~:bad~ll~ ~~Rs, 
y las clonas 6 y 22, para la quimera de CD4). Est~l~ib~~cl~ditrJ~·~\~j~~~i;~:-¡f~;~;eslÓn d~' 
nuestras quimeras ya que es deficiente en la exp~esi¿ll d~ ~~2 ~~ri~~. ~~;~, ~~~~Ó~ de que 
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(a) (b) 

hCD2 hCD2 

TM 

1 1 
Figura 1 O. Estructura de las quimeras de las cadenas TCR~ y de CD4. Se diseñaron quimeras que contienen los dominios 
extracelular y transmembranal de la molécula CD2 humana, el dominio intracelular de las cadenas TCRz y CD4 unidos a tres 
copias de la inmunofilina FK1012. En en extremo carboxilo-terminal se añadió la secuencia del epitope HA del virus de Influenza. 
Este diseño nos permite analizar la contribución de (a) una sola cadena (homodimerización), por ejemplo, sólo TCR~: o (b) de más 
de una cadena (heterodimerización), TCR~ y CD4. 



:t···, 

nuestras quimeras co~tienen el . CD2 humano, nos pcn_nitc di0~ti .~gul~: c1~ra~e.nfo- que' las señales 
.,,, 

~-b·~·crv~das._::~~~ ... :·.~ g~~·~--~a-das úÍlicamcntc por -las lluimcrus -_;:· ~~lediá't1t~: ; ·-~Í _. ·e~in.~~~zamicnto con 

nnti~uerpos /an."i-CD2. Además, el .hibrldomn Byl 55.If~~ ~uC> · a~~iia~ente utilizado por el 

¡¡n;po de la Dra B~rbnra Biercr (Dann F~rber C1mcer l~stit~~~/s;tm~~-1~Á; USA) para el estudio 
' . :: . . _ •. ,, :·-·--·O·:·• 

de la función de mutantes puntuales de la molécula CD; hu~llna.C Las . clonas se eligieron 

mediante una tinción con anticuerpos especlficos contra el dorniriio .extracelula.r de la quimera, 

utilizando el anticuerpo anti-CD2 (TS2-l 8) (Figura 11 ). La ~xpresión se verificó también · 

inmunoprecipitando lns quimeras con anticuerpos especlficos para elepftope HA (l 2CA5 yF-7) 
y posteriormente mediante ensayos de inmunoblot utilizando estos mismos anti~~~~~;. i'lós~tro'~ 

''· ', ··.1:-:-\:, ... • ·:.1-:> .<' _._ •• ,_-··.,_·._ .• ,-:._ .. , ··,.' 
esperamos observar nuestras quimeras como una banda que migra en ap~i.m.~dn.m~~te 8lKd~ 

{Figura 120). Se probaron cuatro diferentes anticuerpos contra este epitOpe pa.:¡;\ierlfi~~r t81lto la ' 
. . - .-_ ' - . . \'• ., ~.1~- - .~ __ -- ' 

t · · · expresión~omo_ 1ª mejor condición de detección de 1as quimeras en esta 11nea.· oe ig~a1 manera, 

' .. \ '9 expresión d~ · ,~; quhneras pudo ser detectado utilizando anticuerpos q¿e reconocen los 

d~Íninlo~ iÜtro~~l~l¡ies ·de. la cadena TCR~ y el co-receptor CD4 mediante ensayos de 

i~lll~noprccipit~.é~ón e· inmunoblot (Figura 12b). Las diferencias en lo detección de laexpresión 

· · de lasiqJi~~r~~. obtenidas por los diferentes anticuerpos, se debe principalmente a las 

. c~racteristicosde 'los ~ismos. 

¡ 
-- ~ 

;ill. b. Andlii is de: lafl;sf~rilació11 de lasqulm~ras~11 la irneá By/ 55.18 . 

La ~átivll~i6~ 'd~ 1ridüs~Jcia 'jf: ¿éfi;ú'.iricióll••.~ tn!V~~ ,~~Í T~R if:~uici~~ d~ Ja · Íosforilación 

•. ¡·.···· de la .• tirosina.~ · p;r;scnt~s .enlas : r~gi6n¿~ it.~M.;delascaJ~ri~~· ·delcol11p~~o~CRQCD3.·· Como se : 

.: >> ,· - ~~nciona a~i~ri~~~~~ie, ~e rcq1:ier:: ~e ifacíi~;~~d··~e · l ~~ ;~¡'~~~r~til"i~~;¡;~~~; e~ particular 
--~ ' .,. ... 

de lo cinasa Lck. Esta cinasa es reclutada a los c~denas del c6Jrij,J~j6 n31ú;1c03 ~cias a que es 
: ' ' ,,·.·.·: ' .• .. ,, ··. : .. --,·• . . ·:.·:' ·•/:~· ::'''· .. :.·.' . ,_ ,_ ,. . · .. , . ' ·i '·· 
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Figura JI. Expresión de quimeras en hibridoma murino BylSS.18. Se tiñeron 0.5 x 106 células de las lineas By155.J8, 
Clona 2, Clona 22, Jurkat E6-l y Jurkat Tag con el anticuerpo anti·CD2 humano (TS2. l 8) acoplado a biotina + 
EstreptavidinaPE. Las florescencia se detectó mediante la utilización de un citómetro de flujo (FACScan) y se analizaron 
utilizando el programa CellQuest®. 
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Figura 12. Detección por inmunoblot de las quimeras en el hihridoma murino By!SS.18. 1 x 107 células de las lineas 
Byl55.18, Clona 2, Clona 22 se lisaron e inmunoprecipitaron con (a) diferentes anticuerpos anti-HA (2µg de F-7 y 
12CA5) y se revelaron por inmunoblot con anti-HA (3µgiml de 12CA5, Roche). (b) Inmunoprecipitacíón de las quimeras 
expresadas en la linea Byl55.18 y E6-l con los anticuerpos anti-TCRI; (2µg de B610.2) y anti-CD4 (3µg de C-18). La 
quimeras se revelaron por inmunoblot con anti-HA (3µgiml de I 2CA5. Roche). 



capaz de asociarse con los co-rcccplorcs CD4 y CDS• Cua.ndo se lleva a cabo el reconocimiento 

del péptielo, lu interacción entre los co-rcccplorcs y las moléculas del MHC permite el 

acercamiento ele Lck u las cadenas del complejo, lo que pennite inducir la fosforilación de las 

tirosinas presentes en lns secuencias ITAM. 

Pura determinar la íuncionalldad de nueslras quimeras se eslimularon las células con 

antic11crpos unti-CD3 murino (2CI 1) -para entrecruzar el complejo endógeno-, con anticuerpos 

anti-CD2. humano -para entrecruzar las quimeras extracelularmente- y con los dimerizadores 

APl510 y FKI012 -para entrecruzar las quimeras intracelulannente. En estos ensayos se observó 

que el enlrecruzamicnlo de la quimera de la cadena TCRs, utilizando el anticuerpo an1i:co2, 

induce una fuerte fosforilación de la quimera pero no induce la fosfÓrllaeión de la cádena.TCRs 

endógena. Asl mismo, la eslimulación con anticuerpos anti-CD:i, indu.ce la f~sf~ril~ción d.e las 

cadenas TCRs endógenas (observadas como un dfmero que migra en 21 y 23 Kda) pero no 

induce la íosforilación ele la quimera. Sin embargo, en esta linea, el dimerizador no es capaz de 

inducir una fosforilación signiticalivn de la quimera de la cadena TCRs cuando ésta se entfecruza 

individualmente (Figura 13a). Para confirmar que las bandas fosforiladas corresponden a la 

quimera de la cadena TCRs y las cadenas endógenas, se reveló la misma membran~ con' el 
' ' ' 

anticuerpo anti-TCR~. Este blot confinnó que las bandas fosforiladas eran~~estra:quimer~. Cabe - ,· ·•'. ' .. - ··:.?···.·-'" 

mencionar, que el anticuerpo anti-TCRs no es muy eficiente para rcebnoc;r.:a·~~ta ¿·~dena 
.- .- . , - .... ·,.;.· -·<·'e' -•. -.- _:-., 

fosforilada en el blot, ya qüe parece reconocer en sólo 1á roníiii no fosfcirilacla' d~'hí c~cÍená TCRs •. 
' . - . . '_;·,~,\:'·: . ,;~~~~·--·_:;~;~:~;;.~ __ :.~i}- ' ..... -,:. :. ~-~- -~>:-.·- ·. ·_ , ... ~'.,;>- '::"' 

Es decir, las bandas fosforiladas se obser\.á.n ITI.enos iri,¡ensas' en,~I bl~t anti~TCRs y viceversa 
·,¡ ;' -_,;,. ,,, 

(Figura l 3b). Por otro lado, nuestros re'suÍÍadm(~()rifirrii~n 'q~~ tanio 1/~5¡¡;nulación con el 
\~-: ~ ·- ,;·,_r.' /. '"'"''• ·' :· -~. . '~ -' -. , ' '• 

unticu~rpo anti-CD2 como con el anticucrpci~ritf-CDJ induc~ ~¡ i'c¿Iuíárhl.~~t~ y 1~ f~sforilación 
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Figura 13. El entrecruzamiento de la quimera de la cadena TCn.S es capaL de inducir su fosforilacitin ~· la co
inmunoprccipitacií1n con la cinasa ZAP-70. 1 x 1 o' célu!Js de las lineas By! 55.1 X y Clona 2 fueron estnnuladas con 5µg mi de los 
anticuerpos anti-CD3 murino (2{" 11 ). anti-CD2 human<> !TS2. IX) y los dimerizadores Al' 151 O y FK 1012 11 µ'.\! ). Se inmunopre,·ipitci 
la quimera con el anticuerpo anti-TCRI; (61310.2) y se detectó la) la fr>Sfririlac1ón por inmunohlot con un anticuerpo anti-fosfotirosina 
(-IGIO). (b) La membrana fue sometida a ""stripping·· y posteriormente fue detectada la expresión de la quimera con el anticuerpo anti

TCR~ (6BI0.2). Las !lechas señalan en (a) nuestra quimera de la cadena TCRi; (arrihal y la cinasa ZAP-~o (abajo) y en lb) nuestra 

quimera (arriba) y Ja fonna no fosforil:1da de b cadena TCRi; endógena lp21. abajo). Las bandas que migran en 4K y 25 Kda. 
corn:spomh:n a las cadenas pesada y ligera Jd ant1cucrpo para inmunupn:cip1t~1r. 



de ZAP-70, puesto que al inmunoprecipitar la quimera y In cadena TCRs endógena utilizando el 

anticuerpo anti-TCRs se colnmunoprccipitn esta cinasa fosforilada. (Figura 13a). 

Para analizar la contribución del ca-receptor CD4 en la señal inducida por la cadena 

TCRs, se expresó transitoriamente la quimera de CD4 en la linea estable de In cadena TCRs 

(Clona 2 + CD4). Se analizó Ja fosforilación de la cadena TCRs bajo las condiciones de 

estimulación utilizadas anteriormente, utilizando los anticuerpos anti-CD2 y anti-CD3 y el 

dimerizador AP 151 O. En estos ensayos se observó que In presencia de la quimera de CD4 facilita 

la fosforilación de la quimera de la cadena TCRs. tanto en la estimulación con anticuerpos anti-

CD2 (Figura 14). En este caso se observó también In coinmunoprecipitaeión de la cinasa ZAP-70, 

incluso después de la estimulnción con el dimcrizador. (Figura 14). Esto sugiere que la 

fosforilaeión ·de la cadena TCRs inducida por el entrecruzamiento, tanto extracelular, como 

intracelular, es capaz de reclutar y activar a la cinasa ZAP-70. De esta manera, podría ser capaz 

de activar la vi~ de s~ñali~ci6n del TCR. 

As! mi~~º·'·se analizó la activación de moléculas "cascada abajo" en la señalización a . 

través deLTd~; Eh 'este caso, analizamos la activación de la cinasa Erk-1 después de la 

esti~~lación con los anticuerpos anti-CD2, anti-CD3 y el dimcrizador AP 151 O. En estosensay~s 

no observamos una clara diferencia en la. fosforilación de esta cinasa cuando· se utllií:aron 

diferentes condiciones de cstimulación. Sin embargo, se observó un nivel de fosforil~ci~n ba.sal 

más alto en las lfneas que expresan constitutivamente la quimera de CD4 (Clona 2i" y Clona 22 

co-transfcctada con la quimera de la cadena TCR~) en comparáción con ei, nivel obtenidó en la 

línea Byl55.18 y la de la quimera de TCRs (Figura 15, abajo). 
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Figura 14. La co-expresión de la quimera de CD-' aumenta la fosforilación de la quimera de la cadena TCR~. 1 x I07 

células de las líneas By 155.18. Clona 2 y Clona 2 co-transfcctada con la quimera de CD2 fueron estimuladas con 5µg!ml de 
los anticuerpos anti-CD3 murino (2Cll). anti-CD2 humano (TS2.18) y el dimerizador APl510 (lµM) . Las quimeras se 
inmunoprccipitaron con el anticuerpo anti-TCR1; (6810.2) y se detectó la fosforilación por inmunoblot con un anticuerpo anti
fosfotirosina (4GIO). Las flechas muestran la quimera de la cadena TCRI; (arriba) y la cinasa ZAP-70 (abajo). Las bandas que 
migran en 48 y 25 Kda. corresponden a las cadenas pesada y ligera del anticuerpo para inmunoprecipitar. 
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Figura 15. Fosforilación de la cinasa Erk-1 en las líneas estables de las quimeras de la cadena TCR~ y CD4. 1 x 107 

células de las líneas By155.18, Clona 2, Clona 22 y Clona 22 co-transfectada con la quimera de la cadena TCR~, se 
estimularon con 5µg/ml de los anticuerpos anti-CD3 murino (2Cll), anti-CD2 humano (TS2.18) y el dimerizador AP1510 
(1 µM). Se analizó la activación de la cin'asa Erk-1 mediante el análisis por inrnunoblot de la fosforilación de esta cinasa 
utilizando el anticuerpo anti-pErk (E-4, lµg/ml). 



VIII. e, Análisis de .flujo de calcio i11d11cido por e/ entrecr11ZC1111iemo e/e /c1s quimeras en iCI /í11et1 

/Jy/55.18 

Uno de los eventos más tempranos e importantes para la activación de los linfocitos T es 

la elevación de calcio intracelular generado por la activación de In fosfolipasa Cy-1 y la 

generación del segundo mensajero, 1 P3. Esta elevación en la conccntrnción de calcio se debe, 

inicialmente, a la salida de calcio del rctlculo endoplásmico, por la unión. del IPj a canales 

específicos presentes en este organclo, y posteriormente por la entrada· de calcio del medio 

extrac~lular af ·interior de la célula a través de algili1~s ·~anales '~e calcio presentes en la 

membrana plasmática. La presencia del calcio en el citoplasma pem1itc la activación de factores 

de transcripclónc~rrio NF~AT, imprescindibl~:;~ra¡a activadión completa del linfocito T. 
'.. ' - ' '. ' 1 ' ' - ' .: ~. : • • • : • 

Para análiznr si las señales de la cadena TCR~ y el co-reéeptor CD4 son suficientes para 

inducir la elevación del .calcio Intracelular se realizó un ensayo de liberación de calcio. Este 

ensayo consiste teñir las células con dos. fluoróforos, Fura Red . y. Fluo 3. Estos colorantes 

modifican su fluorescencia cuando se encuentran en presencia de calcio( Figura 16). La finalidad 

de estos ensayos es observar la liberación de.~alcio intraéelulár inducida al estimular las células 

con el dimerizndor o con anticuerpos anti:co2 y ariti-C03i lnlcialmente esta linea no fue capaz 

de incorporar los fluoróf~ros, a; parecer debict'6aía' acti~·id~~ de canal~s aniónlcos pres~ntes en 
:. ·, ,,..., . ,, 

estas células, Para dete~inar si ~stos · ca~alesi'estában involucrados en la saHda de los 

fluoróforos, se probó ~I inhibidor Probenecid. Al incubar las ~élulas con esie inhibidor (0.5 mM) 

durante el protocolo de tincióll, se obse,.Yó que l~s célulasslfueron capaces de incorporar los 

fluoróforos. Sin embargo, la incorporación dé colorant'e'fue nícnor que en otras lineas celulares 

(ver más adelante), ya que el flujo de calcio obtenid~'~l'.a~aclir ionoi~icina; que abre todos los 
-· ' , .. -·· :_ ·,:··· -_ .. -.' . . ,, . 

canales de calcio presentes en la membrana· y genera' la máxima elevación dé calcio, no aumenta 
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Figura 16. Descripción del análisis del flujo de calcio. Las células son teñidas con dos fluoróforos, FuraRed y Fluo3. Estos 
colorantes modifican su fluorescencia en presencia de calcio. La variación en Ja fluorescencia de estas moléculas nos permite 
identificar la liberación de calcio al citoplásma de las células como consecuencia de un estímulo. Para generar las gráficas del flujo de 
calcio (abajo), se utiliza el programa FACS Assistant y se grafican en Microsoft Excel. (a) Células sin estimular. No existe liberación 
de calcio y por lo tanto, no hay variación en la fluorescencia. (b) Células estimuladas con el anticuerpo anti-CD3 (OKT3) que 
entrecruza el complejo CD3 endógeno y por lo tanto induce la liberación de calcio al citoplásma. 



como se ha descrito. Utilizando estas condiciones, se estimularon las células con anticuerpos anti-

CD2, unti-CD3 y con el climcrizudor AP 151 O. En estos ensayos, Ju cstimulación con el anticuerpo 

anti-CD3 fue capuz de inducir una liberación de calcio débil en comparación con el inducido al 

estimular las células con lonomlcina. Por otro lado, las estimulaciones con el anticuerpo anti-

CD2 o el dimcrizador AP 151 O no fueron capaces de inducir la liberación de calcio intracelular 

(Figura 17). Los resultados obtenidos en esta linea celular, sugieren que el entrecruzamiento 

individual de la quimera de la cadena TCR~ y la ca-expresión de la quimera del ca-receptor CD4 

sólo es ~apaz de inducir la fosforllación de los ITAM's sin llegar ,a activar1~olé~ulas ''cascada 

abajo" en la vfa de señalización del TCR. 

Dado que las características de esta linea no nos p~rmltie~~~ analizar todas las respuestas 

funcionales inducidas tras la activación condicional de n'.~~~tras qul_m,er~~. se decidió expresar las 

quimeras en otra linea de linfocitos T humana, la linea celular Júrkat E6-1. 

Vlll. d. Expresión de las quimeras en la linea de'iinfocitÓs T huniana Jurlcat E6-J 
·.i:'.· 1-J'·' •;, ., . " -
- --" •,;·- ~,. ,: . : 

Lus quimeras se expresaron tanto íiimsiÍ~ri~lriení~'c~m~ establemente en esta linea de 
'" -'-'o <:.-:-~:-'.'t),~~:l~"-,~- ';._---~;-,~-~-____ :.·,c. - -º-' -- , __ ,_ -

linfocitos T humanos. Posteriormente • ~e:'ellgi~r~h1 'doS';cionas dé las lineas estables cuya 
' - .. ,,,._:":_ .. ,.·.··- '" .... ,- _ .. __ .__._,_·.,· ;. 

expresión, al igual que las clon~s de' la lln~a 8;;'}55'.Js, ri~r~ ~Ita: Para la q~imera de la cadena 
";'y':··";'_,, .. -, 

TCR~ se eligió la clona Z4 (E6Z4) y para 1'a quírfi~ra de CD~ se eligió la clona G5 (E6G5). 
l. - - ··.,:~.: : .;~'-.,;. J;. i -,., ·:' •.• - :_; 

La linea de linfocitos T Jurkat E6-les ~;¡;¡ if~~a ~lle'~~pre~a~U~s niv~les de la molécula 

CD2 en su superficie. Este hecho dfocúitó riu~st~a·: éválua~lón d~l nivel de expresión de las ... ,. '· \ ...... - , ... ' .... 

quimeras por tinción de superficie con el ~n~icu~~oa~ti-dn.'~~r~Úo, s~ determinó la expresión 

de las quimeras mediante la inm~.iopre~ipit~ción° e i~inJ~obJcit utilizando los anticuerpos 

especi ficos para el epltope HA (12CA5y r~h Ú;i~ura 18). Como se observa en esta figura, la 
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Figura 17. Análisis de la liberación de calcio intracelular en la línea BylSS.18. lxl07 células de lás líneas Byl55.18, Clona 2 y Clona 
22 fueron teñidas con los flouóforos Fluo3 y FuraRed y posteriormente estimuladas con Ionomicina, 5µg/ml de anti-CD3bn (2C 11) o anti
CD2bn (TS2.18) o lµM del dimerizador AP1510. La fluorescencia se midió en un citómetro de flujo (FACScan) y los flujos se analizaron 
utilizando el programa CelIQuest®. 
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Figura 18. Detección por inmunoblot de las quimeras en la línea Jurkat E6-1. Las quimeras se expresaron 
establemente, E6Z4 y E6G5, y transitoriamente en la línea Jurkat E6-I. Se hicieron lisados de 1 x 107 células y se 
inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-HA (2µg 12CA5, Roche) y se revelaron por inmunoblot con el anticuerpo anti
HA (3µg/ml de J2CA5, Roche). Las bandas observadas en 48 y 25 KDa. representan las cadenas pesada y ligera del 
anticuerpo utilizado para inmunoprecipitar. 
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expresión de nuestras quimeras en esta linea es menor a la detectada previamente en la linea 

By155.18 (Figura 12). 

Como método alternativo para la detección de las quimeras, decidimos intentar la tinción 

intracitoplasmática de las mismas utilizando el anticuerpo anti-HA acoplado ni fluoróforo FITC. 

Estos estudios demostraron que debido a la reactividad cruzada del anticuerpo l 2CA5 es dificil 

detectar diferencias de expresión en las lineas transfcctadas establemente con las quimeras de la 

cadena TCR~ y CD4 respectivamente (Figura 19), Sólo cuando se probó la tinción con In linea 

Byl55.18 y la Clona 2 se pudo detectar un incremento visible de la fluorescencia promedio 

(Mean FIÚorescence Intensity, MFI) en el histograma correspondiente a la fluorescencia FL 1 

correspondiente a FITC, (no se muestra). Sin embargo, este incremento es bajo en comparación 

con los ensayos de inmunoprecipitaclón e inmunoblot presentados previamente. 

VIII. _d. Análisis de /o~patro11es defosforilació11 en la línea E6-J 

Decidimos analiza~. los patfones de fo~forllación obt~nidos en la línea estable de nuestra 
.:Ji 

quimera de la cadena TCR~ y ia c~ntribu~ión'de CD4 en la lirieahot~ansfectada con esta quimera, 

Se analizaron lospal~on~s;d~'}osforilación ~eparilndo; ~n geles desnauralizantes, lisados totales 

de células'estimllladas ccin lrisantic~~rpos anti-CD2, antiCD3 y el dimerizador APl510 y 

revelandocon :~1 ·a~tlcuerpo anti-fosfotiroslna (4GJO), En estos ensayos se observó que el 
,. ,,._ ' . - . 

entre~ruzal11ie~tode fa quÍmera de la cadena TCR~ indujo un mayor nivel de fosforila~ión en 

co.mparaci~~ c~;r1a:·células sin estimular. Este efecto se observó tanto en la linea qué expresa la 
. . ' ' 

quim_erade la 'c~~ena TC_R~ como en la silvestre, por lo que concluimos que el aument_o en la 

fosforilaciÓn se debe a la señalización a través del CD2 endógeno (Figura 20; arriba) (ver 

discusión). · 
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Figura 19. Tinción intracelular de las quimeras con el anticuerpo anti-HA-FITC. lx!06 células fueron teñidas 
intracelulannente con el anticuerpo anti-HA acoplado a FITC (dilución 1/200}. La fluorescencia se detectó con un citómetro de flujo 
(FACScan} y analizadas co el programa CellQuest®. Se muestra la tinción de las lineas estables de las quimeras de la cadena TCRI; 
(Clona2, E6Z4 y TagZ} y CD4 (Clona 22, E6G5 y Tag CD4} en las lineas Byl55.18, Jurkat E6-1 y Jurkat Tag. 



Por Ólro _Jado, observamos que Ja expresión transitoria de la quimera de CD4 aumentó 

considcrablemcnle los niveles de fosforilación basal. Pero csle nivel de fosforilación no aumentó 

como consecuencia de la eslimulación en comparación con la linea que expresa sólo la quimera 

de la cadena TCR~ (Figura 20, arriba). 

Además analizamos lambién la fosforilación de la cinasa Erk-1 como consecuencia de la 

eslimulación. En este caso, se observó el mismo efecto que en los blots anti-fosfotirosina, la 

cinasa Erk-1 se fosforita como consecuencia de la estimulación con los dos anticuerpos, tanto en 

la linea silvestre como en la linea que expresa nuestra quimera. Y esta cinasa aumenta su nivel de 

fosforilación basal cuando se expresa la quimera de CD4 (Figura 20, abajo). 

VJIJ .. f. A11álisis de flujo de calcio inducido por el e11lrecmza111ie11/o de las quimeras en la /í11ea 

Jurkal E6-l 

A diferencia de la linea murina de linfocitos T, esta linea incorporó muy bien los 

colorantes FÍuo'J y . Fura Red. En estos ensayos se entr~cruzaron la~ quimeras tanto 

extracelúlarmente con el anticuerpo anti-CD2 como illtra~éluÍármente ~on~I dimerizad~r. Como 
' .. ¡··· .-·-··-·-·--· -., .... -, 

control de la estill1ulación se utilizó un anticue;.;,o aAti~CD3 humano (OKT3) y c~~o control de 
' ' ,·,-. , ,' 

la tinción y viabilidad de las cclulas se añadió ionomfoina. 

A pesar de las dificultades para detectar Jos n.iveles de e~presión de las quimeras en esta 

linea, y pueslo que estas lineas establemente transfectadas crecieron en presencia de medio de 

selección (con J.2 µg/ml de neomiciná), se decidió analizar la capacidad de nuestras quimeras 

para inducir la señalización que inicia la liberación de calcio intracelular. Para esto, se repitieron 

los ensayos de liberación de calcio utilizando las mismas condiciones de estimulación usadas con 

la línea By 155.18. En estos ensayos, la estimulación de la linea E6 sin transfectar induce un flujo 
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Figura 20. Patrones de fosforilación de 
las líneas E6-1, E6Z4 y E6G5. Se 
hicieron Iisados de 1 x 106 células de las 
lineas E6-I, E6Z4 y E6G4 y se analizaron 
patrones de fosforilación revelando con el 
anticuerpo anti-fosfotirosina (4GIO, · 
lµg/ml) 
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de calcio sostenido y de baja intensidad, inducido por la estimulación de Ja molécula CD2 

endógcnn. Sin embargo, Ja cstimulación de Ja Jfnca estable para Ja cadena TCR~ con este 

estimulo, induce un flujo de calcio transitorio y de mayor intensidad en comparación con el 

inducido por el CD2 endógeno. Cuando se ca-expresó Ja quimera de CD4 en estas células, la 

elevación de calcio intracelular inducido por el entrecruzamiento de las dos quimeras con el 

anticuerpo anti-CD2 fue de la misma intensidad que el inducido por la quimera de la cadena 

TCR~. pero de manera más rápida, como se observa con la pendiente de las curvas (Figura 21 ). 

En el caso de la quimera de CD4, se observó que la liberación de calcio inducida con el 

anticuerpo anti-CD2 fue similar con respecto a la pendiente del flujo obtenido por Jacísti~ula~lón 
de la molécula del CD2 endógena pero de mayor intensidad (Figura 21 ). Por otro lado; se observó . 

que la cstimulación con el dimerizador indujo un flujo de calcio muy débil y retra~aclo ~~.la:lfnea . 
estable para la quimera de la cadena TCR~. Sin embargo, la elevación de calcio, ~~.s~ rri~dÚ1cÓ al 

co-cxpresar Ja quimera de CD4 en Ja linea estable para la quimer~ de l: ia~~~~ T¿~~. Una 
·/,/¡'.,' . .;-.. ·,;, 

posible explicación con respecto a este resultado puede :ser que el nivel. de ·exjlri:sión de la 
• _,.·.·; . <·. ~~.: .. :. 

quimera de CD4 de forma transitoria en es~as 'c~lulás no fue'.'suficienie ~orrio para generar un 

adecuado entrecru~miento (Ver di~cusión);'.: ; ',: 

VJI/. g. A 11álisis de la aclivació11 de fa el ores de tran's~,.;p;ión inducida por el e11/~~~ruzamie11/o 
de las quimeras en la línea Jurkat Tag. 

El resultado final de la señalización a través d~I TCR es la ~~dv~Í:ión de la transcripción 

de genes importantes para la proliferación de Jos linfocitos, entre .ellos el gen de la lnterleucina-2. 

Este gen está regulado por diversos factores de transcripción como el. complcj~ AP-1 -formado 

por fos y jun- y otros como NF-ATy NF-.KB. 
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Figura 21. Análisis de la liberación de calcio intracelular en la linea Jurkat E6-1. lxl07 células de Jás líneas E6-J, E5Z4 y E6G5 
fueron teñidas como se describe en Ja figura 15. Posteriormente fueron estimuladas con Jonomicina. 5µg/ml de anti-CD3 (0KT3) o anti
CD2 (TS2.18) o JµM del dimerizador APl510. La fluorescencia se midió en un citómetro de flujo (FACScan) y los flujos se analizalon 
utilizando el programa CellQuest®. 



Para evuluar si la estimulación de las quimeras es capaz de inducir la activación de 

factores de transcripción, se utilizó un plásmido que contiene el gen de la fosfatasa alcalina unido 

a tres regiones de unión del factor de transcripción NF-A T. Cabe mencionar la transcripción de 

este plásmido está regulada por tanto por el promotor como por el origen de replicación 

(SV40ori/ SV40 origin of replication) del virus SV40, lo que nos pennite replicar el plásmido 

cuando se encuentra en presencia del anlfgeno T grande de este virus. Cuando se activa la 

cascada de señalización a través del TCR, se activan diversos factores de transcripción; entre 

ellos, el NF-A T endógeno. Éste es capaz de unirse a los sitios de NF-A T presentes en el plásmido 

y por lo tanto, inducir la transcripción de la fosfatasa,alcallna. Una ,vez que la fosfatasa es 

secretada al medio extracelular, dcfosforila su sustrato~el:4-irietÚ-lumberiforilfosfato- y entonces 
~<:·,' --, ''. :" 

se convierte en una molécula fluorescente, De esta111ari~~ podemos evaluar la activación del 
·- : \ :· ·- .. - . - . - ' 

factor de transcripción NF-AT mediante la fluoresc~rici~ ~eri~rada como resultado del 
·\-,•;', ¡.; 

procesamiento del sustrato por la fosfatasa secretada;en,~l .~Óbreriada~te •. ·Ln.fluorescencia se 
,·¿. ·;__:.-:;~-'/~~¿· - --

cuantifica utilizando un fluorlmetro (Fluoroskank.,· '. \. ,~', , · ;,;(' 

Para estos ensayos se requiere de altos niv~les d~ ~~pnisiórl ctb la 'ros fa tasa alcalina. Estos 

niveles de expresión no se pudieron obtener ~n·l~U~e:ét~j~X~tE~~;·/;d; esta ra~Ón, se decidió 

utilizar para estos ensayos otra Unen de linfocit~s· T~~riJÜa Je ias,'.J~~1fa, lasJurk~t Tag. Esta 
. ;.;-·_1·. _,," 

linea se originó a partir de las células Jurkat qu~ fuerórí transfeCladas~siabieme~Íecon él gen del 
,. . ; :· •' ·····\_;\. -;/--1'.'.'.:,';-' _-,, •/ ·,:, ;.:,-_ .• 

antfgeno T grande ("Large T antigen"/Tag). del virus SV4o:. EsÍÓ. ri~{p~i'oiitló la ·~mplificación 
<-~., :<·r. 

del plásmido reportero que contiene la secuencia SV40 o'ri' (ver más aft'.iba)_'.. Las quimeras se 
.:~{; ~:,_.· ..... ,.;.<'_·---~- ~--_, 

expresaron de manera transitoria y estable en esta llne~,c~l~lllr.·~a c:~'pre~ión de las quimeras en 
-~~-- ·: -

las lineas estables fue detenninada por la tinción extracelul~;conel anticuerpo anti~CD2 humano 

(TS2.18) (Figura 22). Estas células expresan también~6;::;~ndÓgeno, sinembargo, lo hacen en 

menor cantidad que la línea Jurkat E6-l. 
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Figura 22. Expresión de quimeras en la línea de linfocitos T tumorales Jurkat Tag. 0.5 x 106 células de las lineas By155.18, 
Clona 2, Clona 22, Jurkat E6-I y Jurkat Tag, como controles; y las lineas estables Jurkat Tag Z y Tag CD4 fueron teñidas con el 
anticuerpo anti-CD2 humano (TS2.18) acoplado a biotina (I/400) + EstreptavidinaPE (1/200). Las florescencias se detectaron 
utilizando un citómetro de flujo (FACScan) y se analizaron utilizando el programa CellQuest®. 



Como se menciona anteriorme111c, lns quimcrns fueron expresadas transitoriamente en la 

linea de linfocitos Jurkat Tag y fueron esti111uladas utiliznndo los anticuerpos anti·CD3, anti-CD2 

y los di111erizadorcs APl510 y FKIOl2, ns! como con PMA + lonomicina como control positivo. 

En estos ensayos se observó que la estimulnción con CD2 en la linea que expresa la quimera de la 

cadena TCR~ induce una leve nctivación de NF-AT, al igual que la estimulación con el 

dimcrizador FK 1O12. Sin embargo, In cstimulación con el dimerizador AP 151 O no fue capaz de 

inducir la activación del factor de transcripción. (Figura 23). Cuando se probó la linea estable de 

la quimera de la cadena TCR~ en estos ensayos, se observó un incremento leve en la activación 

de transcripción NF-AT como consecuencia de la estimulación con anti-CD2 y con el 

dimerizador AP 1510 en comparación con los obtenidos en la linea silvestre (Figura 24). 
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Figura 23. Análisis de la activación del ractor de transcripción NF-AT en la lineas transitorias de las quimeras TCR~ y CD4. lxl07 

células de las líneas Tag fueron transfectadas con el plásmido que contiene el gen reportero de la fosfatsa alcalina y los plásmidos de las 
quimeras TCRs y CD4. 24 horas después fueron estimuladas por 16 horas con PMA+lonomicina, 5µg/ml de anti-CD3bn (OKT3) o anti
CD2bn (TS2.18) o JµM del dimerizador API510. La actividad de la fosfatasa alcalina se determinó por la fluorescencia que emite el 
sustralo cuando es defosforilado por la enzima. Para ello se ulilizó un lector de fluorescencia (FluorScan). Las barras de error representan 
la desviación estándar oblenida en triplicados. 
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Figura 24. Análisis de la activación del factor de transcripción NF-AT en la línea estable de la quimera TCR~. lxl07 células de las 
líneas Tag, TagZ y TagCD4 fueron transfectadas con el plásmido que contiene el gen reportero de la fosfatsa alcalina Se estimularon y 
analizaron corno se describe en la Figura 20. Las barras de error representan la desviación estándar obtenida en triplicados. 



IX, Discusión 

La finalidad de esle trabajo conslsle en delem1inar la conlribución individual de la cndena 

TCRI; y del co-rcceplor CD4 a la señalización iniciada a través del complejo TCRJCD3. Por esle 

molivo se generaron quimeras que conlienen los dominios inlracelularcs de las cadenas TClll; y 

del co-rcceptor CD4 ancladas a la membrana por Jos dominios extracclular y trunsmembrmml de 

la molécula del CD2 humano. Además, estas· prolelnas están unidas a tres copias de la 

inmunofilina FKBP-12 que es el ligando de Jos dimerizadores AP 151 O y FK 1O12. La finalidad 

de incluir eslos sitios blanco de los dimerizadores es inducir el entrecruzamicnlo de las moléculas 

quiméricas intracelularmenlc como una fonna ahema al enlrccruzamienlo cxlraceiular con 

anlicuerpos y como una herramienta para generar una aclivación más regulada. Además, 

medianle la utilización 'de diferentes concentraciones del dimerizador, asl como de difercnles 

números de co~Ías del ligando para el dimerizador, podemos modular los distinlos grados de 

entrecruzamiento d~ la qÚimera (dimerización, oligomerización, mullimcrización). Por otro lado, 

podemos analiZnr la contribución de una sola quimera (homodimerización) o de más de una 

quimera.(heterodimerlzación). 

Las quimeras fueron expresadas endife~entes lineas deHnfocitosT mndurós para semejar 

la aclivación de la célula in vÚro. Se utiuió inicl~lme~t~ ;ri l1ibri~omad~ linf~cÍtos T murinos 

cuya caraclerlslica principal es que carece de la expres;ón de CD~ e~cfógeno. Esto nos permite 
' . - , . ,-

Identificar de :Oanera sencilla, mediante anticuerpos que r~c~~ocen el dominio extracelular de las 
. . - - - -· 

quimeras, la expresión de nuestras proteínas. Se genernro~ clonas para cada ~na de las q~irneras y 

se eligió la clona cuya expresión fuera alta. Se obtuvo la Clona2,' que expresa 1.a quimera de la 

cadena TCRI; y las Clonas 6 y 22, para la quimera de CD4, que expres~ban la quimer~ d~ manera 

similar. Una vez identificada la expresión de las quimeras se delern;inó la fun~IÍin de las mismas 
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111cdiante el entrecruzamiento de éstas utilizando tanto anticuerpos contra el dominio extracclular, 

como con los dimerizadorcs, que reconocen el dominio intracelular. En Jos ensayos de 

estimulnción se observó que la cstimulación extracclular de la quimera de la cadena TCR~ fue 

capaz de inducir la fosforilaeión de ésta, as( como de reclutar a la cinasa ZAP· 70. Estos mismos 

resultados fueron obtenidos en las células a las que se les ca-expresó la quimera de CD4, 

observándose un Incremento en la fosforilación de la quimera de la cadena TCR~. Sin embargo, 

la estimulación de esta quimera con los dimerlzador~s fue capaz de inducir una leve fosforilación 

de la quimera de la cadena TCR~ sólo en Ja'.Unea que expresaba la quimera de CD4. Estos 
-· -

resultados confirman que CD4 (y preslln'liblemente la cinasa lck asociada a su región 
- -· . . ·,;;. . .' .. 

ci(oplasmiltica) es u~a· molécula fundamentá(pára la an'ipliliención de la señal iniciada tras la 

interacd6n:d~I ;tR~~~ el MHC/pi\ptido.'D~
0

~a~~ra i~teresante, observamos que la expresión 
;"', -.. -, ~- -. -- .-,, .. ' - - ·' ' . ··; ~/· 

de 1~ qulm~~d~ có~'en c¿ta UÓea aumentó d~ manera considerable los niveles de fosforilnción 

basal de la,~l~~~a Erk~l/2, laque sugiere q~e la presencia de la quimera de CD4 en los 
_:_ --~\~'-~. :_ - ---

microdominios de membrana -presuiniblemente facilitada por el dominio transmembranal de 

CD2- · podrla ·aumentar In actividad de la cinasa Lck, la cual se encuentra asociada a su cola 

citoplasmática, en las vlas de señalización que se encuentran rfo abajo del co111plejo TCR/CD3. 

El hibrldoma murino Byl55.18 posee caracterlsticas diferentes a los linfocitos T 

normales, tales como la morfologla (estas célul_as son de mayor tamaño, de forma irregular) y la 

capacidad de adherirse a fas cajas de cultivo: Otra caracterlstica particular de estas células es que 

fueron incapaces de incorporar los coiora'~tes;~:tÚizados para los ensayos de liberación de calcio 
;''-

intracitophismico. Esto nos llevó a p~nsar· que l~s células pudieran tener algún mecanismo que no 
-. .. - ' ,,·:··,_; 

permitiera la _entrada denuestros dimerizad~res o facilitara la salida automática de los mismos, 

as( como podrfa suceder con los íluor6fo;:s. -Por este motivo decidimos probar el inhibidor de 
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canales nniónicos Probenecid (Sigma). Cuando las células se incubaron con el inhibidor, se 

recuperó la capacldrid de incorporar los lluoróforos utilizados para Jos ensayo de elevación de 

calcio, Sin embargo, esto no facilitó la fosforilación de la quimera de la cadena TCR~ como 

consecuencia de la estimuiación con los dimerizadores. Estos resultados nos sugieren que estos 

canales no están involucmdos con la falta de fosforilación de nuestra quimera como resultado de 

la estimuiación con los dimerizadores. Nuestros resultados sugieren que la falta de fosforilación 

podría deberse a que el entrecruzamiento de la quimera de la cadena TCR~ mediante anticuerpos 
··. ' , ' . .'. 

es de mayor grado en comparación con el generado p~i los. dimeriÚdores. P~r otrci lado, es 

probable que la composición de los microdomlnios de meltib;~na de esta linea celula~ ~ea distinta 

a la de otras iineus de linfocitos T tumorales como. las JúrkaÍ E6-J o las Ju~k~t Tág, de la lllisma 

manera que se han reportado diferencias entre tipos celulares distintos y células ~ri",disiintos 

estadios de diferenciación. (103). Esto podrla explicar diferencias en las fosr6r11.aciones obienidas 

con la linea Jurkat Tag, donde nuestro grupo demostró que tanto el entrecruzamiento extracelular 

(con anticuerpos anti-CD2) como el cntrccmzamiento intracelular (con el dimerizador) de la 

quimera de la cadena TCR~ es capaz de inducir una fuerte fosforilación de Ja quimera, asl como 

el reclutamiento y la activación de la cinasa ZAP-.70 (104), 

Para poder realizar otros ensayos funcionales con Jos receptores quiméricos, decidimos 

expresar nuestras quimeras en otra linea de células T cuyas caracterlsticas fueran más parecidas a 

los linfocitos T nommles. Para ello, decidimos expresar las quimeras en la linea de linfocitos T. 

humanos, Jurkat E6-I. Esta linea tiene el inconveniente de expresar en la sup~rticl{grandes 
:'~ ',' ·:;>,~J, 

cantidades de la molécula CD2 endógena, lo que no nos permitirla caracterizad~ expresión de las 

quimeras mediante la tinción con anticuerpos contra el dominio ex~raé~Jul~~c;dé~nu~siras 
quimeras. Para esto decidimos utilizar el anticuerpo que. reconoce el epi tope HA .~bi~ado en el 
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extremo earboxilo-tenninal de nuestra quimera (12CA5). Se comparó la expresión de las 

quimeras tanto en lns líneas estables como en lineas que las expresan de manera transitoria. En 

ambos casos, la expresión de las quimeras fue menor que la expresión de las quimeras en el 

hibridoma murino. También se analizó la expresión mediante la tinción intracelular con el 

anticuerpo anti-HA acopludo a FITC, pero en estos ensayos no se pudo detenninar la expresión 

dado que nuestro anticuerpo reconoce también alguna molécula presente de manera constitutiva 

en las células. 

Se analizaron los patrones de fosforilación de las lineas estables en la linea E6-I y se 

observó un Incremento en la fosforilación como consecuencia de la estimulación con los 

anticuerpos anti-CD2 y anti-CD3. Sin embargo este aumento se presenta tanto en la linea 

silvestre como en la que expresa nuestra quimera de la cadena TCR~, por lo que suponernos que 

este efecto se debe a la señalización a través del CD2 endógeno ( 105, 106). Este efecto se obtuvo 

también para la fosforilación de la cimtsa Erk-1/2. Se observó también que la expresión de la 

quimera de CD4 aumenta los niveles basales de fosforilación, lo que sugiere que la presencia de 

CD4 en los microdominios puede estar facilitando la fosforilación de las protefnas presentes de 

manera constitutiva en estas regiones y por lo tanto mantener un estado de activación parcial de· 

la via de señalización (ver más adelante). 

Utilizando estas células, se realizaron los ensayos de elevación· de caici~ intracelular 
"· ~~ ' . ' :~ . . ; ' ; ' ,. 

después del entrecruzamiento cxtracelui~r e Íntrac~lulár de las qÜimeras; Tant~ e~)~ linea E6-1 
; . . ·: ·-- .. __ r ~:: - <.<.:: -.---.. ·-- . . , - ··,·¡;,' .. · -- , ·,; :·.: ,· ·' _ .. ,/ .º ~-- , 

transfcetada establ~mente con la' C)~in;cirá dtla '~~deria TCR~; ~~ri;~'e~ í~'qti~··~~'do-~~'pres~ la 
•: •, ' ' .: .• ~.·.; •:'-·,; •\;,~~,,·· "•<"' ',, ': ;',' ,j,~:.'tJ• •.-;->'"·;.:~•",.,Y,, ;:-.~ ·' 

pendiente que el obtenido. en las células E6-l 'q~e ca;eccn 'de la '~x~~~sió~,d~ l~s ~ul~eras. Este 
- . -- --;---· ; - . ~ --. - --··-. - , , ., . , ; _ _, . . '. 

flujo de calcio es similar al flujo inducido por la e~timülaciÓli con anticueq,osa.nti-~D3. El flujo 
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de calcio que sºe 01>.sEf\11tcc,111.as cél~l~s con}rol se debe a la cascada de señalización inducido por 
·-. . -

el CD2 endógeno y es un ·flujo cuya pendiente es menor, Estos resultados concuerdan con lo 

descrito en diversos trabajos anteriores que demuestran que la señalización a través del CD2 tras 

el entrecruzamiento con anticuerpos es capaz de inducir la activación de la PLCy-1 y por lo tanto 

generar la elevación de calcio intracelular ((107, 108) y revisado en (109)). En estos ensayos se 

observó también un ligero flujo de calcio inducido por la estimulación de la quimera de la cadena 

TCR~, este flujo es más lento y más tardlo, a diferencia del inducido por el anticuerpo anti-CD2, 

. Esto concuerda con resultados previos de nuestro laboratorio, donde se estimularon timocitos de 

ratones transgénicos para la quimera de la cadena TCR~ (105). 

Finalmente, las quimeras se expresaron de manera transitoria y estable en la linea Jurkat 

Tag~ Los niveles de expresión de las lineas estables TagZ y TagCD4 se determinaron por la 

expresión en superficie del dominio CD2 humano. Como se observa en la figura 23, la expresión 

de nuestras quimeras es muy baja con respecto a la obtenida en las células By! 55, 18. 

Los ensayos de activación del factor de transcripción NF-AT demuestran que el 

entrecruzamiento de la quimera de la cade~~ TCR~ en las U neas que la expresán trll~sitori~mente, 

por el anticuerpo antl-CD2. humano fue ~ap;i'Je ind~cir l:activación.deNF-AT, En este. caso, la 

estimulaclón con los dÍ~eri7Jldores Fkfd;~·y)~~ ;:¡~;~2rJ~;~n ~l'pace,sd~ i~ducij lá a~ii~ación 
de NF-AT, a difereñ~ia'éfo i~~~ultados:~;e~;:~~ Jb~t~~iddspor ~Ú~sfro grupo (105);' posiblemente 

. i'..':·>:"··" l.• ~-'.(·.__•·~:~,;~:r<;':Y~! <,;·'''' . 

debido a una menor expresión delas qul~~r~s en las c•élulas transfectadas'transitoriamente. En el 

· caso·. de• ·.la .quim~f; dj{c~t· j(s.e;~~~~f ó/a~¡i~aciÓn. de,. NF-A T ·como cons:ec;~ncia ·.del 

entrecruzamiento con el anticuerpo antt-CD2 o con los dtmen7Jldores. Esto concuerda con los 
;~;' .. .'"" ·-.::;:[ -.. . . '" 

·resultados ,obt~nidos p~~~iament~ ~on~~te
0 

~istellla (104). t,a baja activación de ~F¡\ T ~b(~nida 

en lineas transitori~snoscondujoare~l{zar'I~s mismos ensayos en lineas establ;~ J~.~katTag, que 
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expresaban TCRt y CD4 respectivamente, El entrecruzamiento de la quimera de la cadena 

TCRt, tanto con el anticuerpo anti-CD2 como con el dimerizndor AP 151 O en las lineas estables 

fue capaz de inducir una activación moderada de NF-AT. Los bajos niveles de NFATobtcnidos 

en nuestros ensayos puede deberse a una baja expresión de lus quimeras, asf como a la poca 

sensibilidad obtenida con este gen reportero. Actualmente se pretenden utilizar otros genes 

reporteros, como el gen de la luciferasa, cuya sensibilidad es mayor. 

Uno de las limitaciones del sistema empicado en el presente trabajo, como se mencionó 

anterionnente, es el hecho de que Jos dimerizadores utilizados (FKIOl2 y APISIO) además de 

unirse a su ligando presente en los receptores quiméricos, puede también interaccionar con las 

moléculas de FKBP-12 endógenas, abundantes en la célula (11 O), y de esta manera se podria 

diluir la acción entrecruzadora de los dimerizadores. Por ello, en nuestro laboratorio se están 

actualmente diseñando nuevos receptores quiméricos que contienen un nuevo ligando mutante, 

FKBP-12 (F36V), que solo es reconocido por un nuevo dimerizador AP20 J 87. Con este sistema 

pretendemos continuar estudiando el papel de cada uno de los componentes del complejo 

TCR/CD3 y del co-receptor CD4 en el desarrollo y la activación de los linfocitos T, 

Nuestros estudios no se han enfocado a investigar en detalle el papel de los 
'.:· _·. --.. · .- . 

microdominios de membrana en la scñalizaci6íi'ini~iad~ por' el entrecruzamiento individual de 

receptores quimericos, Se ha demost~d~;;c¡J~\~iri{:;~gione~•.• .. transmembranales y /o 
: :: .,-. ¡' ·-,.'1,. ·..: . '.:. ',' .:';¡~;/ ' .. )~'::-:-;;, -J~', 

extracelulares de·. receptores quirnérlco~~:p.od~an"! faclHtar »'en iffi~n.or ·y•· may~r grado el 

~::"::;~~::•::,:::':.':.:z~~~~~f~:,::::':': 
principio la región utilizada en nuestr~ e~t~dici (Ía·;~gi6~.t~risn1e~1branai del CD2 humano), 

deberla ser capaz de translocarse a los mi.ciodornini~~ · de membrana. Sin embargo la 
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pennanencia estable en estas regiones podría requerir el inicio de la señal por un lado y la 

interncción con el citoesqueleto de uctina por otro lado ( 111 )(53 ), lo cual favorece la 

fonnación de la sinapsis inmunológica conduciendo a la activación completa del linfocito T. 

Estos estudios nos ayudarán a entender mejor la función de los receptores quiméricos. 
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X. Conclusiones 

1 l El entrecruzamiento de la quimera de la cadena TCR~ por anticuerpos anti-

CD2 humano es capaz de inducir 

a. la fosforilación de la misma y de la cinasa ZAP-70 en la linea By 155, J 8, 

b. la liberación de calcio simulando el flujo generado al cnt.rccruzar el complejo 

CD3 endógeno en la linea Jurkat E6-1 , 

c. la activación del factor de transcripción NF-AT y por lo tanto, completar la 

vla de señalización del TCR per~ en un menor grado en comparación con la 

estimulación de todo el complejo. 

2) La expresión de la quimera de CD4 en las lineas de la quimera de la cadena 

TCR~. es capaz de incrcmen'tar la fosforilaclón de la quimem de la cadena 

TCR~. sin tener efecto en eventos más tardíos en la activación como el flujo de 

calcio o la activación de factores de trnnscrlpd6n.· 
-;- ,··. ' 

3) El entrecruzamiento de la quimera de co4 e~'Ías Hn~as estables, es capaz de: 

a. inducir un nivel de fosf~rllaclón bllsal rh~ycírcn ia'célula, e~ comparación con 

la linea silvestre, como se o~~~~~~íll~~ \is;d~s i~tales y en la fosforilación de 
.-.:·:··:.: ~-L·/::. -~::,~-· .. ,,_«.·-:.):· .;· e·;,·,_ 
t,:; '"-}, -,:· ~\·';' 
-~-~:··-< ----~:·::;;:;~::- ;~·?':,· ;: [:· - ,_ la cinasa Erk-1. 

•' : '.:.:.\)_,;. ~ _',··.·j;,;'.;. ':~/;;_::,. --::· -/' -· .. ' _- ;_ ,._ -
b. generar un flujo de calcio inayoral_obtenido en la linea silvestre por el CD2 

- . ' '··:;;>,;"'· .·/ ",t~::' .. '¡:,::·, ;-: : ... -·- - ', . 
• co·o·t. \~'·-' ··-

endógeno, - ·, · · . ; 

4) El entrecruzamiento de 1~''qlll.;;era de CD4 no es capaz de activar factores de 

transcripción. 
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