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RESUMEN 

El TCR o receptor de células T esta constituido por las cadenas polimórficas a y P 

que son las responsables del reconocimiento de antlgeno vla MHC expresado en la 

superficie de la célula presentadora. La capacidad de señalización del TCR es conferida 

por su unión no covalente al complejo CD3 que está formado de dos cadenas l;, do!¡ e, una 

y y una a. Cada una de las cadenas del CD3 contiene motivos de fosforilación conocidos 

como ITAMs (Immunoreceptor tyrosine·based activation motifs) compuestos por pares de 

tirosinas conservadas con la secuencia consenso: YXXL/IX<i.R YXXL/I. Tras la interacción 

del TC.R con el MHC/péptido, las tirosinas contenidas en los ITAMs son fosforiladas por 

cinasas de tirosina de la familia Src (lck, fyn) reclutando otras moléculas que a su vez 

activan diversas vlas de señalización intracelular dentro de las cuales se encuentran la vía 

de aétivación del calcio a través de PLCy, la vla de Ras-Raf-MAPK-ERK, la activación de 

PKC! PI3K y de moléculas que participan en el rearreglo del citoesqueleto entre otras. La 

exist~ncitl.de estas secuencias IT AM en cada una de las cadenas del complejo CD3, ha 

llevad() a l~ p~stulación de dos diferentes modelos funcionales: uno cualitativo que postula 

que .cáda•ún<> de los ITAMs de las cadenas asociadas pueden activar distintas vías de 

· señalización;~i~() cuantitativo en la que dichas secuencias juegan un papel importante en 
.· __, .. -·- , '"' 

.. : la iuriJHficiaciih'.'Je la señal. Existen evidencias claras que podrían sugerir un papel 
',·-· . · . .,Ce.·-··,• 

.-¡-

• diferen~iaLY..:úriié<l;d~ CD3c en el complejo de señalización. Estudios bioquímicos han 
'·· . , . ··,:_"·: 

· de~ostradti qJe CD3c p~ede unir con mayor afinidad que CD3l; a la subunidad p85 de 

PI3K y a la :inasa fyn, t~mbi~n::se ha reportado que CD3c interacciona específicamente 

con las moléculas CAST y Nck. Por otro lado, estudios funcionales de moléculas 

4 



quiméricas de CD3~ y CD3l; pueden inducir flujos de calcio diferentes dependiendo del 

disefto de la c¡uiniera que se este activando. Todos estos resultados siguen generando 

controversia en cuanto al papel individual de CD3& en señalización. 

Con base en el modelo cualitativo, en nuestro laboratorio diseñamos una estrategia 

para activar especlficamente la cadena CD3& y evaluar si ésta, por si sola es capaz de 

inducir una respuesta funcional en la célula. La activación condicional de la cadena se 

logró mediante la generación de protelnas quiméricas distintas de CD3& silvestre, y & con 

las dos tirosinas del ITAM sustituidas por fenilalanina, además utilizamos una quimera de 

CD3l; como control positivo de activación. Cada una de las quimeras esta constituida por 

los dominios extracelular y transmembranal de la molécula CD2 humana seguido por la 

parte intracelular de la molécula de interés (CD3&, CD3l; ó CD3& mutante) y varias copias 

de la molécula FKBPl2 que funciona como ligando para la droga dimerizante (APl510') 

capaz de inducir oligomerización de dichas quimeras intracelularmente. 

Logramos generar líneas y clonas estables para las distintas quimeras en el linfoma 

humano Jurkat E6-1; nuestros resultados demuestran. que es posible inducir la fosforilación 

especifica de nuestras quimeras silvestres (CD3& yCD3l;) con entrecruzamientos intra y 
- - .. ~ - -.-. ~ . ,. 

extraéelulares, con droga dimerizante y anti-hCD2';esi'ectivamente. También fue posible 
: ~', \ r 

generar flujo de calcio tras entrecruzar con el anticuerpo dirigido a la región extracelular de 

nuestras quimeras (anti-hCD2) de CD3&. y CD3l;, no asl al activar la quimera de CD3& 

mutante que mostró una ligera inhibición en la generación del flujo de calcio cuando se 

entrecruzó el receptor endógeno con anti-hCD3. Realizamos ensayos de activación de 

NF A T mediante el uso de fosfatasa alcalina como reportero en lineas transitorias y estables 



en la linea Jurkat Tag y observamos una mayor activación de genes dependientes de NFAT 

al estimular intra y extracelularmente a las quimeras de CD3& y CD3~. 

Los resultados sugieren que las señales inducidas tras el entrecruzamiento de CD3& 

poseen caracterlsticas cualitativamente distintas a las generadas al entrecruzar la quimera 

de CD31;. Las tirosinas en el IT AM de CD3& son imprescindibles· para la genér~cióri~de las · 

señales de activación como se observó en los resultados con la quimera de CD3& mutante. 

Es necesario disectar)as vlas de sel'ialización activadas por las distintas quimeras para 
,_ .. ; .. •," •" .",•«).:'" r_ •_ .·: 

determinaia q~é ·~l~el se dan las diferencias observadas en nuestro trabajo. 
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INTRODUCCIÓN 

Sistema Inmune 

El sistema inmune tiene la función de discernir entre lo propio y lo no propio así 

como inducir una respuesta efectiva que permita al individuo defenderse contra agentes 

externos o patógenos, La respuesta inmune se ha dividido en innata y adaptativa. La 

primera incluye)as primeras fases de la respuesta del huésped a la infección, se trata de 

mecanismos de resistencia innatos que reconocen y eliminan patógenos invasores. Las 

principales células efectoras de la respuest~ inmune innata son los macrófagos que actúan 

en tejidos infectados. Las infeccio~.6,s 6.n)o~ e~paclos entre los tejidos y en sangre son 

eliminadas por el sistema de cornplefuefuo ~Ge ~~risiste en un grupo de proteínas de plasma 
· ·.,. . ;~, :>\'. ~p!~V~ :.:.: .\.f ~~~ ,:·;1<f~i.~:: H!Jt<r~:~~~: ::;:~<. · 

responsables de la respuesta imnune'humoráL La respuesta inmune innata no es anHgeno 
. ' <"·' .'.'_:;. ·:;:.,-.' .. . :~~/;,\_,:-~>:i~'.'.:,:.·-:; : .·,· 

especifica, está presente' todo ¿l tiériip~,~~'~I individuo y no se ve incrementada por 

exposiciones repetidas al \riismo\patÓgeno ni discrimina entre grupos de patógenos 

relacionados. 

Por otro l~do)JáJn111~nidad adaptativa es la respuesta antígeno-especifica de los 
-· ; ··--~ - • !..,-'- -·.. - " ' ,. 

linfocitos c¡Ü~, ll~~~;~l '~esarrollo de memoria inmunológica. Este tipo de respuesta es 
. :--'.,. ¡, -,!· ·,.- .. ,, 

gener~da' JX>{ la ~el~cción clonal de linfocitos B (encargados de la respuesta adaptativa 

h~~g~al) j linfocitos T (respuesta adaptativa celular). Ambos mecanismos proveen de 

inm¿!lidad a largo plazo luego de la exposición a algún patógeno o a la administración de 

una vacuna asegurando una respuesta eficiente y especifica en caso de reinfección. 
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Todas las células del sistema inmune, al igual que otros componentes de la sangre 

como son los eritrocitos y las plaquetas provienen de un mismo progenitor o célula madre 

pluripotencial (HSC: Hernatopoietic Stem Cell) originada en médula ósea. Esta célula 

pluripotencial se divide generando células progenitoras para dos distintos linajes celulares: 

un progenitor común linfoide que lleva a la producción de linfocitos B y T y otro 

progenitor común miéloide que lleva a. la producción de diferentes tipos de leucocitos 

(células blancas), eritrocitos (célulasrojas) y megacariocitos que son los responsables de la 

producción de pl~~1et~s.rff '·:·'·? ·;· 
<· 

Los órganos linfo.ides"fa,{tejldos organizados que contienen grandes cantidades de 

linfocitos contenidos en una red :ele células no linfoides. Las interacciones de ambos tipos 

celulares son importantes tant~ 6ara el desarrollo como para la iniciación de la respuesta 

adaptativa, además son las res~~~~bl~s de que los linfocitos prevalezcan. Estos órganos se 
f .. , 

dividen en centrales o primarios d6~Jé\l~~Ü~raritos·linfocitos y secundarios o periféricos 

donde se presentan lo~:~tlg;~¿f~ai'¡~(;/~;ibit~~···· iniciando la respuesta adaptativa. La 
"·::3.: --;~>~:r-- ~~w~~~.-·::n;,~:·'..-- ~-~~;'.?/<:I;1~;/'._.:;~~>_/-,f ~6':~--'._:~;-~:~, 

médula ósea y el tiitm•1son'tdos órganos !::Jirifoides centrales. Los órganos linfoides . ;i,;· -'(""'' ~.-__ ,,.;;',. _,_. ~- -- ;;·. ~-'.;r.· . - ; -: - _--- ·-· 

secundarios sOn élb#o, los ~~~~IÍo~ lt~fáticos, la mucosa intestinal (Parches de Peyer) y 

. ·el apén~ice [ t)? 

. Esta te~is;se Óentra principalmente en el estudio de señales de activación de 

linfoc'i~os T, lbscuÜte~ ;s:n: tC>uesponsables de la respuesta inmune adaptativa celular. 
,•· .. ,, . ' : ·.Y, .,,, .•. ·L .. -,,: ';f· .·:·,.: : ' 

Existen ·dos cl~ses'de (i~f6¿Ít~sT maduros dependiendo del co-receptor que expresen: CD4 
- ' ,. ;·_.e_._ .. , e-~~---.·;.: ... :: ~:.-..=..-- \' ). ',.;-... ·-

o ayudadores C''help~r6y CD8 o 9itotóxicos. 



Linfocitos T 

Los linfocitos T son seleccionados en timo de manera que el co-receptor que se 

mantiene ya sea CD4 ó CD8, coincide con la restricción de su TCR (Receptor de células T) 

por el MHC o complejo principal de histocompatibilidad. En general existen dos clases de 

linfocitos T maduros dependiendo del co-receptor que expresen: CD4 o ayudadores 

("helper") y CDS o citotóxicos. Los linfocitos CD4+ tienen un TCR que reconoce antlgenos 

presentados por el MHC de clase 11 que se expresa principalmente en células presentadoras 

profesionales como células dendrlticas, linfocitos 8, macrófagos y células epiteliales del 

timo. Los linfocitos CDS+, reconocen antígenos presentados por el MHC de clase 1, cuya 

expresión no está restringida a ningún tipo celular y se da en todas las células nucleadas 

del cuerpo. (Fig .1 ). 

CD4 

Linfocito T CD4+ 
ayudador 

CDS 

Linfocito T CDS+ 
citotóxico 

Figura l. Reconocimiento de antigeno por linfocitos T. El receptor de linfocitos T (TCR) 

reconoce al antígeno <•) presentado en la superficie de células presentadoras de antigeno (APC) por 

moléculas del MHC, el co-receptor que expresa el linfocito ya sea CD4 o CDS ayuda a la estabilización de la 

interacción y permite ejercer su función en la respuesta celular adaptativa. 

Í TESIS~ WJ.!LADE~~ 
~ . - .- ~ .. -.. , ... ----
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La activación dc;:I linfocito T por células presentadoras de antlgeno lleva a la 

proliferación y diferenciación del mismo, generando una progenie de células efectoras T 
. ., . 

y/o de célúlasT de niemriria.Laº'pl"~lifer~ción de los linfocitos T depende de la expresión 

de citocinas, ·~~rtl~ul~fÓ1~11te~~ef¡\)1.,,.2 (Interleucina-2) que es un factor de crecimiento de 
-· _ _,__ • - __ : ~ __ 0 .,c "'E'o~C~--""'= -'.:-.ooo·=~~'!=;. ,,._~-=¡--;-;;;;-:=~O:;o-¡.~o;-.=-- ·:·;e-= ".--., .-·-.-:- ·,- -.\-,--:;- --- ·--

AquellosJinfd~jfÓs cuyos.r~~eptores(TCR) interaccionan con el MHC-péptido en ausencia 

de sdii~l~~¿cJ~~ü~ti1~~0~~~; (i~"1~ ¿028), no producen IL-2 y se vuelven anérgicos o 

muereñ. ~ef ~J~~{~f~Í6 cl4,Jidt~ló~ ~el ro<eptor y de una señal ooe.Hmulado~ 
. .. impld[~U;1~j~;~í\~I~1}~~~k1~(?:,~~;lgenos propios en célui" de tejidos que 

carécén de1 iictividad:::coestimulatória;. La/proliferación del linfocito T que lo lleva 
:·.!,- .'.r~:: .. :.~~;:_/:·'·:'.·:;:y:; .::. ;:,'~~;'.· ... ~tl~~tL· .. -~~:~F--:,;~t~.~: :·-:::{:f ;(;·:~F4;\';für::~;~--.i~:t'.S:: -}~f (:·. ,·;· .· . 
. finalmente a ser éélula'éfectora es el evento erltico en la mayorla de las respuestas inmunes 

·~~tiliv~i~~1¡,~~t~~~~:~l•~~!~el 11\niocito, é.te ajerce su fuoción efectora y su 
progenie pued(l ~.~!~ar,en'?:~Jcqu1~r,;c~!~I~ blanco que presente al antígeno. Las células T 

efecto~~s •• r~~ll~an1;'~uÜ'.~:~~n':~a¡ib~~i de funciones, entre las más importantes está la 

elimi~~~ióri,dJ6é:~1a:,i~~~t~~~s,;o;,~irus o transformadas, por medio de linfocitos CD8 
',.. '.•\,: ",'<-. :~·.:-: .:·-<- . . ·"':., '~-:~\~·:_ 14, :-:··-\ .. ·, - '-: 

citofo~ídós;Yl·~~óti~aei'Ó~{ie'~~~crÓf~gos por linfocitos CD4 ayudadores (Thl), las que en -·- ·- ' . -·.-... -. -: .:;. ~::;_-- ' ';!~'/:· ~--:_,;:: '.¿ '~·_\ . '· ( . 

conjunto ~()ii.forrri~'fi·lá'jr~ipué~i!l imnune celular. Por otro lado, los linfocitos T CD4 

ayudad~re~(T~j Wt~~~~ ¡~~Jéih~ adÜva~ión de linfocitos B ayudando a la producción de 

· disÚ~tas'Cla~és ~e:;iltiiJ~~~s'~~e ,fü~~'~ ~~se de la respuesta inmune humoral. 
·- ' • •• ' '}• 1 • ·., ·-: ~.r' . : -. ,-; ... -
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Ontogenia de linfocitos T 
Las células precursoras de los linfocitos T parten del hfgado durante la etapa fetal, o 

de médula ósea en la etapa postnatal y migran al timo donde inician su proceso de 

diferenciación [2]. El timo es un órgano que se encuentra en la parte superior del tórax, 

anterior al corazón; está compuesto por tejidos linfoide y estromal que interaccionan 

estrechamente formando una red muy densa. Se ha demostrado que tanto las interacciones 

célula-célula como la presencia de factores solubles tienen un papel importante en el 

desarrollo tfmico [3]. El timo se forma de lóbulos con regiones diferenciadas: una región 

exterior o corteza y una región interior o médula. La corte7a contiene timocitos (linfocitos 

T inmaduros) rodeados de células epiteliales corticales a las que están estrechamente 

asociados. La médula se forma de timocitos maduros, células epiteliales medulares, células 

dendrfticas y macrófagos (Fig 2). 

Subcip 
aula 

Corteza 

Médula 

CélulH 
,.,.._..-t-1--epltellalea 

medula rea 

Figura 2. Estructura y composición del timo. Las regiones diferenciadas del timo se marcan a la 

izquierda y las distintas poblaciones a la derecha. Los timocitos abarcan todo lo largo del timo, aquellos 

menos diferenciados en la corteza y en la médula los que han adquirido su maduración y pueden salir a 

periferia. Adaptada de Janeway, 2001. 

11 



El proceso de diferenciación de los timocitos viene acompailado de cambios en la 

expresión de moléculas en su superficie y este hecho ha pennitido identificar distintas 

poblaciones dependiendo del estadio de maduración en que se encuentran. Con base en la 

expresión de las moléculas co-receptoras CD4 y CD8, se distinguen tres poblaciones 

principales: la primera se denomina dobles negativas DN (CD4" CD8") o triples negativos 

(CD3' CD4" CDS"), en ella se distinguen cuatro distintas subpoblaciones también con base 

en la expresión de los marcadores de superficie CD25 que es l,a c~dena ex del receptor de 

IL-2 y CD44 que es una molécula de adhesión que interaccl~na~~nlu:ido hialurónico, estas 

subpoblaciones son: co25· CD44+, co25+ CD44+, CO';~~gjg¡~~\J'%!)25· ~044· (Fig 4). 
' -. ~;(}/.,:t:i:~t:;\~~-~~~-:)f~\1t~-}~:~~~t~ ~}~f,!;/~-_>,::~\- -. ~'.: "" ·_': -- . 

Además de éstos, existen otros marcadores quétpeñnite'ñ. ldéritifícaf las poblaciones más 
._ ·-·~ :·_:i >. ·).;i}:~·:1\~~:f.~-:-~~1t~~H~~;~:> iP~:~/t.)~t~tiz~:<~\~i~):.::fü'.\::~_~\h~-~~>-·:<;,-~.t~ .. ; . · 

inmaduras en el timo, como es Ja expresióri'.det:recepfor;] párá eFfacfor[de;creciiniento de 
, __ ·; ;;~·:.'. .. ;_ ... i~:i'. :_~ -~- ~;;~) ·_<t~li~;:;::Iit~f \'.j{i!{~~~~ji~~:~>it~1:t:·:{.:~;t: j:t;~ª~~::_:·~f i~t:-~ú~~:Í\. ~~- '.~i~:::}:i!.~;: ·:· ~-~-,--_. -. 

células madre o "stem cell factor:'. ¡aen2'!,1J1J,~~.~:,:c~1<lt/i.jlléi,S,e)'fü<pr~s~·;íl1~y, téiiJprnno .• en 
. ~ .~'¿ , ;.'.;t~:.',:} ~:G:·~~~~~~~;:~'.~,,~~)~fL:~~~W~:·:r;~~~f~~sfn>:~'..~~:;~~:~·:!~~!t~·~0~YT){'.~~~: :~:~i:.h~~-- _. ;:. ;_ .- -'.· :, 

desarrollo (en cé,lul~~ p~ecursoras plunpotencliiles)':y{se '.'pierae) a[ nivel s de Ja última 
. : :-;_:_-· .. _~~~;:,~-.. -: ,; : .. , _, : ... :~> ··:~::;'(.·::t~~;~~~-~:~?:~;~:~:~~-~~i~.--~[(-t( ·Y:~¿~:·,.:.;;~J-~)~:::t;\:~~\:~L-.'Yf2>Tf.:_/:: .. ,~:~~:::~ 0 · ._ 

subpoblac1ón de DN; (CD25~ CD44"). En. eliestadfo .. de ,,DN• se:dan :procesos moleculares 
-.. : .. :i/~:: .. X:~~'--_·_-- __ ::/-\ . -~> : ·._'_ , . . . ~-:"Y:'' -K~*;:/;~~~I1J~~-.}~:~.<;' j~:~~~\;i:~~;rJ~I~:~;~ ~~f:t{}r~L;;i::;g:~i~~;_{:._·~ (\./ /" --' 

fundamentales que permitirán al ti mocito difüí:énciars-e yfpasar aLsiguie~ie estaalo; uno de 
~. i: --;> :: -· · ·- - ~-. ::/:~-:-::: :~~zr~·-_;_~~~D~:: ~~:-:~;/:~"::-j1.~y~~::;·~::<I\~i1t~·~>\~~;{~~;-_J~{~t~·-,;~;~{)'..::,;~·F'..~~> ... :·c.· : 1 -

ellos es el rearreglo de la cadena f3 del TCR>ci reóeptoi'. de lin'fOciios\T a'nivet dé la tercera 
. ' . + ' '..; :-\2t'f:g((~'.l<~·~~' .. .Ji,i1:i-~~Faa~;;.:ft~~- S~!i) ;f~?F ·. i ' · ... • . 

subpoblación (CD25 CD44"), una vez qii'e sé da";ui{rearregló efíCientei"lá cadena f3 sale a . . ·~x .. :;;:::·rª·~,g1~r;,~.1:·;@;t·,;:~2r.~tf'::?;·!f~;:)t;:1'~i~':~Y'.:-1¿ : .. ·. ··• 
superfic1e acoplada a una cadena no'pohmórfica pTcx o preTCRa yia: dímeros deTCRs y 

; .' .•. :·:,;;, í;t:/t~J;;:·~~~~:~~!~r0·~·f;';·~f:~.JTé·,~~;;, uJ~ :;~~;,\,~;'/~f.GYW .• 2' . '• ' 
CD3ye [4] formando un· re_ceptorJiltjladúro}ófüré7,TCR:(~oiripará~:~con T<:;R}Fig 3) y 

·.. ,-. . -'.'.:·:·'.·. -.. ··:~- ~-!-~;~::-;··-.::;~Y}/;D:i</;~~iJ<~~:ü~l~ff~;\ };~~~i'.~{)~~~:~;-;::r~";~f_;~:::J.%f~/'.~J.~~J\?{\;'.·<\-' .. " 
pennitiendo el puso a,1la última.subJl9~1áci?ef;qe)pN,i(CJ;>25,;;,99~4;)~·:~·tii'elecc.ió.n de una 

•• / •• ·: ; .. : _¡ ;:.;:;, :. • • • ~·,: • ___ .. ,..., >·- ·._·-~~·?·~~~·u:·~')1~~:'·t·>.~:-;~{~:·/~Ft1t::3;0{:~i·t;(~~/.:.:.(.~:ir'." ":·r~\: ... ::'..::-: '. ·. 
cadena f3 del TCR y su expresión en superficie sé lellarria;seléccióit f3. La séilaltzación a '-; ' .:.,;·:::~::\:,· ... '?'~'."• ,, ·º'<'. · ... - , ... : : 

través de este receptor inmaduro (preTCR) en cétit1~~'cti25:26'~4' ;e considera un punto 
.:" . . ". •,: .. ·; .. .';_o.;. 

de control o "checkpoint" puesto que da el paso alsegundo estadio de diferenciación o 
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~egunda población de linfocitos que es el de dobles positivas DP (CD4+ CDS+). A nivel de 

DP se da el rearreglo de la cadena TCRcx y una vez rearreglada los linfocitos cuentan con 

un receptor maduro compuesto por las cadenas TCRcxP acopladas a dímeros de TCRI;;, 

CD3y& y CD3fü: (Fig. 3) (4). 

Pre-TCR 

pTa p 

D ITAM: (YXXUIX 6.¡¡ YXXL/1) 

TCR 

a p 

Figura 3. Estructura del pre-TCR y TCR. La composición del receptor inmaduro o pre-TCR se 

compara con la del receptor maduro (TCR), las secuencias IT AM ("Immune-receptor Tyrosine-based 

Activation Motif') de las distintas cadenas del complejo CD3 se indican y su función se explicara más 

adelante. 
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I...a expresión del complejo TCR/CP3, pennite que los timocitos DP sufran los 

procesos de selección positiva y negativa. I...a selección positiva rescata de la muerte celular 

programada a aquellos timocitos cuyo TCR es capaz de reconocer a un péptido endógeno 

acoplado al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) presentado en la superficie de 

por células epiteliales corticales. Por otro lado, la selección negativa elimina {por apoptosis) 

a los timocitos cuyo TCR reco.noce péptidos endógenos con alta afinidad, principamente 

presentados por células dendríticas de la región córtico-medular, eliminando así la mayoría 

de las clonas autoreactivas [5]. Luego de ambas selecciones, el nivel de TCR en la 

membrana aumenta < Y se da la desregulación de algunos de los co-receptores en los 

timocitos para final~c~~~ llegar al último estadio de diferenciación denominado como 

positivo sencillo: SP (sÍ~~lepositive), donde los timocitos expresan sólo CD4 o CDS. I...os 
·.: .· -

timocitos maduros CD{ o: CDS salen a la periferia como linfocitos T vfrgenes donde 

llevarán a cabo sus fünci~nes ef~ctoras. (Fig 4) [5]. 
·- -- .·-S---.-y:,- -:-,Y¡· '..;: .• 

Existe un seguntl6tii>'o de re~eptor de células T o TCR compuesto por las cadenas 
-·· :-.:;,¿:>· -, " 

-,. .. -.:·yr:,.:·.;::.;/:: .. -:~·,',: ·--
polimórficas y yB;}la(células que poseen este receptor TCRyB corresponden al 10% de la 

población total de li~Ío~i·t~s en el adulto y son generadas en el estadio de dobles negativas, 
. .. ' ... , ' ': .~0. '-':".;;;·:: 

al ní~~I d~ l~"sJ~nda subpoblación (CD25+ CD44l. Los linfocitos yB salen a periferia y 

migra.n prin~ip~Imente a tejido epitelial, parecen reconocer antígenos no peptídicos y se 
•,.: ·-

cree que son independientes de la restricción por MHC aunque su función no se ha 
- ,-. .,:: <;'·_ 

deteihli~~do por completo. Además de estos linfocitos yB, generados a partir del mismo 
,:·: ,... • -~ ~ 'L. , 

precu"f~ci;que llevará a la producción de linfocitos T ap; se sabe que poblaciones de células 
:·•: . ·-.-,'.¡·-., 

difodrftic~s y células T tipo "Natural Killers" o NKTs también son generadas en estadios 

ternp~~nos del desarrollo timico a partir del mismo precursor linfoide (Fig.4). 
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Dobles negativas o triples negativas Dobles positivas 
Positivas 
sencillas 

• • i / i Señalización ¡ 
Via Pre-TCR 

••••••• Rearreglo de 
TCR fl,y y o 

Expresión de 
1'CRf3 y Pre-Ta 

Rearreglo de 
TCRa \ 

l 

• 
Selección 13 Selección positiva 

y negativa •
: o 

1 
1 

¡ 
............................................... -----............................................. _____ .................................................................... -----............................................. - ..... .. 

Proliferación 

Figura 4.Esquema de maduración de los linfocitos T en timo. En la parte superior se 

delimitan las poblaciones pertenecientes a los distintos estadios de diferenciación. Las poblaciones generadas 

y los ciclos de proliferación se marcan con flechas y barras respectivamente. 
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Activ!lción del linfocito T 

Una vez en periferia, los linfocitos T pueden reconocer nntlgenos presentados por 

células presentadoras (macrófagos, linfocitos B y células dendríticas principalmente) que 

migran del sitio de infección a los órganos linfoides secundarios y expresan al ligando del 

linfocito T en el contexto de las moléculas de MHC. La interacción del TCR/CD3 con su 

ligando péptido/MHC, permite su asociación a complejos membranales o microdominios 

de membrana ("rafts"), constituidos principalmente por esfingolfpidos y colesterol, lo cual 

facilita la interacción del complejo TCR/CD3 con distintas proteínas importantes para la 

sefialización. El reclutamiento de distintas proteínas a los "rafts" permite la formación de 

un complejo macromolecular que compartimentaliza proteínas de sefialización de manera 

proximal a la membrana [6]. 

La naturaleza de las secuencias intracitoplásmicas de las moléculas CD3 permite la 

conexión de las sefiales extracelulares percibidas a través del TCR con sefiales internas de 

intracel~l~r. dominios conservados de fosforilación cori~6idos;,'dofu'<{ITAMs '('d.ririlune~ ·•· 

recept~r 'i~g¡i,nJtba~ed . Activation Motif') . que. corlsig~~i;;l'J·1~á~~¡ia~~·tlr~~inas ·.con la 
,~\. -·>::~_;'.:·~!::~~:;!~:_..::::.it .. {~~::~~··~·:1r·/'- :_-./-. ,_ _ -----. _- .,-'_? __ 

0::~'.J(<;~~~fri~?;~1~~~'.\'.~f:f?' __ .;-~r'.~:<'.~;_,z::_~::_-~~>.>_-. -"._··- · · .-· · -. · 
secuenc1a'corisensó; WXXL/16-s YXXL/I que son fosfonlildas luego del reconoc1m1ento del 

<_-,~~;-:~:-: ·;_~·~:-;~/:. ~:.:r/· · :K;/~ .-~~r:.r}:~;r.: -: r'. ~~~:_: ---~.:-~:-~_,_ .. __ : ':.-::;;_;· : . ...,.'.~:::~~. ¡.· -~-::.}~~-.: -r ;r?w1;~r~;~~~~~j~\~-.~~JT:,~.: .. ~?E ;::_.- :~~·:/;· · . ·: · .... :_! 

péptidó/f\¡f~C ~re! TCR. Las cademis CD3 y; 8 y i:contienentin sólo ITAM mientras que 

CD3¿~ 'fCRl; posee tres (Fig.3). La relevancia ct6. esta5.diferencias no se ha caracterizado 

por completo y las evidencias experimentales son controversiales. Las secuencias IT AM 

también se encuentran en otros receptores como el BCR o receptor de células B, receptores 

para Fe y algunas proteínas virales (ver Tabla 1), la variabilidad conferida por los residuos 
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variables entre tirosina y tirosina conservada, podría aumentar la especificidad de unión al 

ligando de un IT AM con respecto a otro [7]. 

Hl;l N Q L Y NE L N L G R RE E YDVL 

H<'.;2 E G L Y NE L Q IC O K M A E A y s E I 

Hl;J o G L y o G L s T A T K o T Y O AL 

CDJy o Q L y D PLKDRE D D Q y s B L 

CDJB D Q VY Q p L R D R D D A Q y s B L 

CDJ& N p o y E p I T K G Q RD L y s G L 

lga EN L y E G L N L O D e s M y E D I 

Igp D B T y E G L N I o Q T A T y E o I 

rFc&Rly D AVYT G L N T RN Q E T y E T L 

rFc&Rtp D RL y E E L B V W S p I y s A L 

EBV-LMP2A p E I y S B L s PVK p o y I N L 

BLVgp30 D s o y QA L L P S A p E I y s B L 

Consenso D XX YXXLXXXXXXXX Y X XL 

E I I 

Tabla l. ITAMs. Secuencias ITAM presentes en los dominios citoplásmicos de subunidades invariantes 

de receptores antigénicos y proteinas transformantes virales. EBV (Virus de Eipstein-Barr), BL V (Virus de 

leucemia bovina), h y r denotan secuencias humanas y de ratón respectivamente. Las primeras tres secuencias 

corresponden al 1TAM 1, 2 y 3 de la molécula CD31;. 

17 



El primer acontecimiento en la activación del linfocito T es la fosforilación de las 

tirosinas contenidas en los ITAMs de las distintas moléculas del complejo CD3 (y,li,& y~) 

por cinasas de tirosina asociadas al receptor de la familia Src: lck y fyn. Estas cinasas 

contienen dominios de interacción SH2 ("Src homology 2") de unión a tirosinas 

fosforiladas y SH3 ("Src homology 3") de unión a dominios ricos en prolina en el extremo 

amino terminal, además de un sitio de fosforilación en su extremo carboxilo que sirve para 

su regulación negativa por la cinasa Csk [8]. La asociación de estas cinasas, principalmente 

de lck, con los ca-receptores CD4 y CD8, facilita el acercamiento de éstas a los l'l~AMs del 

complejo CD3 y por ende la fosforilación en tirosina, luego del entrecruzamiento del TCR, 

favoreciendo su traslocación a "rafts". 

Una vez fosforiladas, las tirosinas de los IT AMs funcionan como sitios de unión 

para ot~o ~~de cinasas de tlfosinade I~ famili~Syk que son ZAP-70 ("zeta-associated 

··· protein> ór/io'.kb~·b §Jsyk'. a:•:trav~s ;cj'~ ·~hs ¡~~illl~ios SID .. ZAP-iO: pJ~de enttinces ser 
-· · -;.~ _: ~ :·~: :.'.::{. . "' ·::.~,~-.;}::: .. $~1;:¡.· ~~i~;-::~:.;.:_ P~·~CdJ~k)St{~'.: ·::.:~?~:~;,:_ -:~it~,Y.· '.J~f:~· {:~u::.-:~·::>·:·:· .. ·~--::;··: ::. ·: :::·:.· ·. ~ ·: .. :. :.--.:.-:~./- ·.·. 

. . activada al seC:fosfonlada: por:tck y; a ·su ~ez fosforilar a otras moléculas adaptadoras como 
': ::::'::.: --;;'.-:':\ __ )_:i/<f:t·:~J}~f:}f:·j~J~~\~i~§'.~+~it·:j0~w.:::~~'.f:J~-~~-:-1};tf~~;;~~.;-~~'.t(:~:'.i:~~:~~-· ~i.!'<-~- '.-:~~-=~: ;_.g-;·.~,'-}~.r.-~:-; .. :. -;~~;~~;2 :'.·.:-.;~:~~::· .· -'/- _. 
· LA T,. ;. (''Linket;iof~'Actjvateo}Ti cells'!Y.fi StP-76' ("SH2 domain ·. containirig Leucocyte 

: Prg:t.eih, ot16J1kp~h:Zí.a~,;~11 ;~;iecl~d de moléculas adaptadoras p;~~ee •.• de un gran 

pot~ll~i~t ~tií'et r~~t~i~rrii~nt~de diversos mecanismos efectores inici~dosa través del 

TCR. Camb!os sutiles en la abundancia de moléculas adaptadoras,. la afinidad relativa por 

el ligando y el tiempo de reconocimiento del mismo puede afectarla naturaleza de la señal 

inducida a través del TCR. Dentro de las vías activadas tras la interacción TCR/ 
-·· -'\'' ·-.::·· 

péptido:MHC se encuentran las vías de PLCy:CPI3K,: MAPK, vías de activación de 

citoesqueleto, entre otras. (Fig 5) 
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H d •r 

~ ' l f.1•\í·'I\ ,/ 

AIWIY)' • • • ~ • ,,'

111 

·····-·-·····~ ~lk.A-_'.~0.: __ G_e_n_e_re_g_"'-º'-~_n_<e_.g_._1L_-2_>_·_~ ... ~1 ~--···· 

4 - G Tyroslne phosphorylallon 

+-- Tyroslne dephosphorylat~n 

O Tyroslne phosph0<ylo!lon site 

0 ITAM 

0 ITIM 

cuwent OfJlnlon ., lmrn•nolcoY 

Figura !5. Principales vras de seftalización activadas por el reconocimiento del TCR. 

Una vez que da el reconocimiento del péptido/MHC por el TCR, diversas cascadas de sei'lalización 

intracelular son activadas. Todas convergen en núcleo en la activación de genes dependientes de AP-1, NF-

AT y NF-icP como el de JL-2, Tomada de Leo et al, 2001. 

Papel de Rafts en la activación del linfocito T 

La explicación de cómo los TCRs pueden asociarse a las cinasas de la familia Src 

para iniciar las cascadas de fosforilación viene de la caracterización de los "rafts". Se 

postula que las colas saturadas de los esfingolípidos asociados a colesterol existen en una 

fase liquida ordenada de la membrana celular, separados de la fase liquida desordenada de 

fosfollpidos. Los "rafts" excluyen a la mayoría de las proteínas membranales pero 
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concentran protelnas G y protelnas miristiladas como las cinasas de la familia Src, por lo 

que han i;ido considerados plataformas para la señalización de receptores celulares. (9, 10] 

En células en reposo el TCR de se encuentra excluido de los "lipid rafts"; cuando se 

da el reconocimiento de antígeno por el TCR y se induce oligomerización de receptores, los 

TCRs se traslocan a los rafts , donde pueden asociarse a las cinasas de Ja familia Src 

iniciando las casacadas de señalización intracelular. De manera alternativa, también se ha 

postulado que la asociación del TCR con moléculas que estan constitutivamente asociadas a 

rafts, como los co-receptores CD4 o CDS, facilitarían la translocación del complejo 

TCR/CD3 a Jos "lipid rafts". (11] 

El evento clave en la activación celular es la oligomerización del receptor que le 

permite adquirir una conformación favorable para su residencia en "rafts" [11 ]. La 

oligomeri1.ación es dependiente de la afinidad del receptor por el ligando y de la valencia y 

conformación del ligando; de este modo el inicio de las cascadas de señalización es 

estrictamente dependiente del ligando. La translocación del TCR a los "rafts" ocurre pocos 

segundos después del reconocimiento de su ligando. 

Los rafts de linfocitos T en reposo concentran selectivamente componentes claves 

de las vlas de activación celular, cuando se da el reconocimiento de antígeno algunos 

componentes adicionales son reclutados formando el complejo de señalización. (Tabla H ). 

La translocación a "rafis" es selectiva, parece depender de las secuencias transmembranales 

de las protelnas reclutadas y es independiente de interacciones con el citoesqueleto. Sin 

embargo, la residencia estable de los receptores en los "rafts" requiere de la iniciación de la 

señal y la unión del receptor al citoesqueleto de actina [11]. 
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Incluida Excluida Reclutada 

Lck CD45 ZAP-70 

Fyn Gads 

Itk SLP-76 

Syk Shc 

Ras Vav 

PAG/cbp Grb-2 

Cbl PLC-yl 

PIJK (algunas isofonnas) PI3K (algunas isoformas) 

LAT PKC 

CD4, CDS IKK 

Tabla JI. Proteínas (lresentes en los "rafts" de linfocitos T en re(loso y activados. La 

tabla muestra las proteínas incluidas en reposo, excluidas y reclutadas al darse el reconocimiento del antlgeno 

por el TCR . (Adaptada de Chemkuri et ni, 2001.) 

Proteínas ada(ltadoras 

Las moléculas adaptadoras son proteínas con dominios SH2, SH3, PTB de unión a 

fosfotirosinas ("Phospho-Tyrosine Binding'') y PH (''Plekcstrin Homology") de unión a 

lípidos, que carecen de actividad enzimática y .sirven como un mecanismo primario para 

regular el reclutamiento de moléculas 'eféctoras involucradas en las distintas vías de 

sefializacióri [ 12). 
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La función principal de las protefnas adaptadoras es intebrrar las señales mediadas 

por el receptor a nivel . intracelular, acoplando• la transducción de señales del receptor a 

sistemas efectores intracelulares que orgiinizan la dinámica de unión de las moléculas de 

.seftalización. [13] 

Las proteínas adaptadoras se pueden clasificar en proteínas citosólicas o 

membranales. El grupo de proteínas membranales incluye cuatro miembros: LA T, TRIM, 

SIT y PAG/Cbp; su función es proveer sitios de unión para los dominios SH2 de las 

moléculas de señalización intracelulares, gracias a la presencia de al menos 32 sitios de 

tirosina putativos en sus dominios citoplásmicos (6 eri LAT, 10 en SIT, 10 en PAG y 6.en 

TRIM). LAT y PAG residen en los "rafts" y sirven como pfataformas para la ini~iación de 

las cascadas de señalización intracelular. · · ·· . ... ·J·.: .· ¡. 

-,' f:·' 

De acuerdo al tipo de regulación que ejer1..an;Jas pr~t~ínas~dap~doras se dividen 

en aquellas con funciones regulatorias positivas cóthrlA 'I\ SLP-76, SLP-65 y Gads entre 
,.' ·:-~.,--'..'.,_:,-;".'. !~"~;.;'-~,/-"",:~· .. : _.: 

otras; y aquellas con capacidades regulatÓri!l§riá~atl~as como PAG, SLAP, Dok y Cbl. 
- __ .,, ···"·· · ... e 

- . ,-,»;: .. --.---'.;:_.:::::.:!f~~I~>-1_,('.-{"'.'>L.:'.5_~ ·.::·~:~-.:- • 
Algunas de las proteínas :adatJtad()ras•r,pueden ejercer ambos tipos de regulación ; . , - :-.-_ .- -'(;::_: :'.">,~~1:-/f~~--- >=,:;~,:.;·: ,;:_--·_r. .. -:·,e i;· 

dependiendo de sli esüido~de ·r~sfÓrila,~iÓn;'d~l·tipo celular o del compartimento celular en 
.:-. ' .. :.~ : · --.'.'·,:·:' ·_ :~::>-~:.:-;;.:~:}; - ;·:·~-~·;'.:·'.;:Y-\'-;,~;.:;<_ ;,·};:;:.,. ·:.,:~~;·y ~<-· · -

, _ . '-··- _·::"-:\.'..' <~,.--;{"~~:~·7;:_\A'.;:\_.- -i'-:_:_ ,_;_'.:J.-:·: 

él qúe se encuen_tr~il [q][t_4][.15]::; . 
• - . ., - - .-, ' ,- "':.''.."'' ;_;<}-';.- - ,.. ... ,-~. -:·.1:;,: ... ' ' ,'_,-~-·, '.:'.'. 

: · .. ; ;·t:.,., /lu·::: t:<r,_ ':~~- ~:.(.}J:,:·.\· ~ :;,\':~.'.':' -.; .. ~~-'- ·;_: ": __ ~·-

La regtiláéión negátivadelas adaptadoras es crucial para el mantenimiento de la 
j:·._ · ... ,_;.;'" -r ' . .'·i-· ;,~.:,; . .-.,,'-(: ... ~-;._~\ >>-· . ' 

horneostasis d·gt"si~terna inlri.ün.e.·;Existeri tres etapas en la regulación negativa que son: el 
' . :, -;~-':.;: .- . - ' -~,:---

redtutamie~to J,activación de.n,oté~Ülásre&ruiatorias negativas, la sustitución o reemplazo 

de otras moléculas reglllatoria5 p9~iii;;s y'.,!~0~,lilllinación de componentes esenciales de la 
"' '' - .. ~--<·:~·' ·.:;.,. "¡". .. 

. . maquinaria de señaHzación.. ··· · '' '". '~,~i"~ü·1~,~:.~c'.. 

. l~ molé'"I" •.da~~~ci~ri~fªaif~f,a feoha exp'..00" '" oélul~' T, '"' 

posibles interacciones y p~s~s ~~ilhj¡~~~;s~ ~~~~entran resumidos en la Tabla III. 
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Nombre Peso Interacciones Expresión celulnr 

moleculnr Potenciales 

(kDa) 

LAT 36-38 Grb2, Gnds, SLP-76, Células T, NK, células cebadas 

PLCyl/2, c-Cbl, Pl3K plaquetas 

PAG 75-85 Csk, Fyn Ubicua 

SIT 30-40 SHP-2, Csk Células B yT 

TRIM 29-30 P13K,CD31,; Células T y NK 

3BP2 80 LAT, ZAP-70, Syk, Células B yT 

Cbl, Grb2, PLCyl 

Cbl 120 Grb2, Crk, Syk, ZAP-70 Ubicua 

Src·PTKs, Btk, Pl3K, Vav 

Clnk 54 p92 Células T, NK y células cebadas 

CrkL 28,40,42 c-Cbl, C30, Cas Ubicua 

Fwnilia Dok 56,62 SHIP, RasGAP, SLP-76 Ubicua 

LAT,SAP 

Fwnilia Gab 97, 115 Grb2, SHP-2, Crkl, p85 Ubicua 

Gads 40 LAT, SLP-76, Shc, HPKI Células T, NK, macrófagos, 

plaquetas y células cebadas 

Grap 28 SOS, LAT, Shc, Sam68 Células B yT 

Grb2 28 SOS, LAT, c-Cbl, SLP· 76 Ubicua 

Shc, Vav, SHP-2, WASP, 

HPKl 

Lnk 75 Lck, CD31,; Células ByT 
' 

Nck 47 SLP-76, SLP-65, SOS, PAK, Ubicua 

WASP, Cbl 

RIBP 45 ltk, Lck, Txk Células T y NK 

SAP 15 SLAM, 284, Dok Células T y NK 

Shb 55,66 Grb2, LAT, PI3K, Eps8, Ubicua 

PLCyl, CD31,;, Src 

Shc 46~ 52, 66 .· Grb2, CD31;, lgcx/¡3, SHIP, Ubicua 

ZAP-70, RasGAP 
.. ' 

SKAP55 55 SLAP-130, Fyn Células T y plaquetas 



SKAPHOM 55 SLAl'-130, Fyn Ubicua 

SLAI' 34 ZAP-70, Cbl, SLP-76, Vav, Células T y NK 

CD31; 

SLAP-130 130 SKAP55, SKAl'HOM, Fyn, Células T y mieloides 

SLP-76 

SLP-76 76 Gads, ltk, SLAP-130, Nck, Células T, NK, macrófagos, 

Vav, c-Cbl Plaquetas y células cebadas 

TSAd 52 ? Células T 

Tabla 111. Proteínas adaptadoras en células T, Resumen de las proteinas adaptadoras expresadas 

en células T, sus blancos de interacción y pesos moleculares. Adaptada de Leo et al, 2001. 

PLCy y Calcio 

Como resultado de la actiyación dél TCR, PLCy es reclutada a la membrana donde 

es activada por fosforifaci~n en' tirosina e inicia el catabolismo de fosfollpidos de 
~.:; --

membrana y la lib~r~ciióh'cid'~~glindos mensajeros de fosfoinosltidos que son: inositol 1,4,5 
- ' . ; \ . ··-;·;' .. \·· ~·. ' ' ' 

trifosfato (rPJÚdiatcÚgl¡ge{or (DAG). Mientras que DAG juega un papel importante en la 
- .. ··- '.' ' ; ' . -' . ' _,· - ' ·,. - .-,; ¡ '_-.;'. 7 --~- ''.;;.'· .. ' '.'":- " 

activación' d~ P~C (ver'rnás adelante), IP3 estimula la movilización del calcio de las 
•.:,.·•, 

reservas ihtra~el~lar~~ y esto corresponde al incremento de calcio temprano luego de la 
-. ,·· \·'·· - - .. ·-·'-"'!,; 

activa~ión'de\!l·~é1~Ía T .. El incremento sostenido de calcio, necesario para inducir la 

mayorfa de las ~espl.Íestas celulares se mantiene por la entrada capacitativa de calcio 

extracelulllr ~.tr~~é~· ~e6~ri~les especlftcos de membrana o 

activated'calci u1~-~h~~i1:r;;, !~:··. · · :.·• 
CRACs (calcium release 

· EI efector rncjcfr c~racforizádo para la vía de calcio en la activación del linfocito T 
- i ~ ' :} -: ' ,. '~:~'i' ·::.:·i~t-_ -~"::~-, 

es lá fosf~tasa de serin~'ytreonina dependiente de calcio y calmodulina denominada 

calcineurina. El calcio se une a calmodulina y una vez unidos pueden interaccionar con 
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calcineurina activándola. Los blancos de .activ1.teión de calcineurina son la familia de 

factores de transcripción NFAT, compuesta por NFATI, NFATc, NFAT3 y NFAT4. Todas 

las isoformas de NFAT se translocan a núcleo en respuesta a seflales dependientes de calcio 

luego de ser defosforiladas por calcineurina y todas comparten la característica de 

interaccionar con el factor de. transcripción AP-1, uniéndose cooperativamente al sitio 

compuesto NFAT/AP-1 que en linfocitos T contiene el promotor del gen de IL-2. Otra 

enzima activada tras la áctivación del linfocito T y que también depende de 

calcio/calmodulina es la cinasa IJ CaM que parece regular negativamente la transcripción 

de IL-2, aunque la interacción de esta vía con la de la calmodulina no se ha caracterizado 

[16]. 

Vía de PKC 

De las 9 isoformas de protein cinasa C o PKC que se expresan en linfocitos T: PKC

a, PKC-J3, PKC-y, PKC~B, PKC~s •.. PKC-~, PKC:t/A, PKC-l; y PKC-9; sólo PKC-9 

funciona de una ~an~~Íl espe~íficaYcisehbÚl,en la activación del linfocito T acoplando las 

cascadastle aciiv~~iÓn inducidas atiatés del TCR con la expresión de IL-2. PKC-9 puede 
'.'; . ,_. ·._ ... \ ' J; ·.' •C. • '.-·. • ' • ' • \,:, : ~ 

,, 

regÜlaftaJctÍvld~dd~lco~plejÓ'.AP:l independientemente de la vía de JNK, en un paso 

downstrearri 9' ab~jo ~ft~~.cll~;éadas de seflalización de ERK y JNK/MAPK posiblemente al 

nivel 'de I~ t~¿'A~crl~ciÓn d~>~:.~¿~ o c-Jun. También se ha encontrado una relación de PKC-

9 cotila activ~g;ióh'ct~~;~~cl}lftrrivés de la vía del inhibidor de la cinasa de K¡3 (IKK) que 
·: .. ·:::-:.:. ,,;:·:.>.>·,/:::~_ .. ::..:·.:1·¿,:: .. ;{~;·/;;.:.:~~>:~{/·:~;·:i,;; ·, 

al fosforil~f ~Í·~~~~!idóH~e~~Íi~o de NF-KJ3 conocido como IKB-a y marcarlo para su 

degradaci~n en p;ote~s~l11a, ~ibera al factor de transcripción y permite su entrada a núcleo; 
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esta vfa actúa independientemente de la vfa clásica de activación de NF·KP a través de 

TNFR • 

. PKC·S posee varios módulos ·funcionales que son conservados en las diferentes 

isoformas de PKC y sirven para su reclutamiento y activación. Estos dominios o módulos 

incluyen un dominio tipo C2 que interactúa con fosfoHpidos de membrana, un dominio de 

pseudosustrato autoinhibitorio conocido como PS;'. Ün dominio Cl de unión a DAG 

(Diacilglicerol), un cassette de unión a ATP (C3) y un dominio efector de cinasa o C4. 

Existen otras proteinas regulatorias que pueden asociarse a PKC-0 y regular su localización 

subcelular, accesibilidad al dominio de cinasa y habilidad de interactuar con protelnas 

substrato dentro de las cuales podemos citar a la protelna adaptadora Cbl, al regulador 

apoptótico BAD, a moesina que conecta con regulación de citoesqueleto y Akt cooperando 

en la inducción de la activación de NF-KP y la expresión de IL-2 [17]. 

Vfa deMAPK 

MAPKs ("Mitogen-Activated Protein Kinases") son enzimas de transducción de 

señales especificas de eucariotes que participan en la regulación de diversas respuestas 

celulares. Las MAPKs funcionan conectando receptores de superficie a proteínas 

regulatorias; su actividad es regulada por cascadas compuestas de tres moléculas: una 

MAPK,. una MAPK cinasa (MAPKK, MKK o MEK) y una MAPKK cinasa (MAPKKK o 

MEKK); Éstas proteínas pueden activarse por cinasas específicas (tipo STE20) o por 

pe_queñas proteinas de unión a GTP (Ras en linfocitos T) y son inactivadas por fosfatasas de 

MAPK. 
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En mamfferos se han descrito por lo menos 4 distintos grupos de MAPI<s: ERK·l/2 

(''Extracellular Signal-relatecl Kinases"), JNK. t/2/3 ("Jun Amino-terminal Kinases"), 

p38a/p/y/a y ERKS. Cada tipo de MAPK es activada por MAPKKs especificas, MEK·l/2 

activan a ERK·l/2, MKK3/6 a p38, MKK4/7 (JNKKl/2) a JNKI/2 y MEK5 a ERKS. La 

activación de las MAPKKs puede darse por más de una MAPKKK y cada MAPKKK 

confiere capacidacl de respuesta a diferentes estímulos. 

Los sitios fosfoaceptores de todas las MAPKs son serinas o treoninas seguidas por 

una prolina. La especificidad aumenta tanto por la naturaleza de las secuencias que rodean 

a los sitios de fosforilación como por la interacción mediada a través de un sitio en la 

cinasa que reconoce otro distinto en el substrato, La níayoria de las MAPKs fosforilan 

factores de transcripción relacionados con[;la~:inciucción de genes Jos cuyos productos 

heterodimerizan con protélna~J~~rd~a~~of~l;g~~plejo de activación AP-1. Además de la 

regulacióng~néticamediada por AP-1, las ~Ks pueden regular la expresión de genes a 

través #e ~~da'nis~os post-transcripcionales y al nivel del control traduccional. 

L~sMAPKs pueden también promover la progresión del ciclo celular, inducir la 

prolif~racfon, motilidad, muerte y sobrevivencia celular dependiendo del tipo celular y el 

contexto .ell el que se activen. Los substratos que regulan éstos procesos no se han 

dilucidad(}':por completo y falta definir fisiológicamente aquellos que pudieran ser 
.;·, ·.-·r '" 

relevantes en la vía de activación de MAPKs [ 16] [ 18]. 

PIJK y metabolismo de lípidos 

PI3K se forma de una subunidad adaptadora p85 y una subunidad catalítica pi 10; su 

función es fosforilar el hidroxilo D3 del anillo de inositol generando PI(3)P, PI(3,4)P2 y/o 
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PI(3,4,5)P3, La generación de éstos llpidos activa efectores "dowstream" como Akt/PKB. 

una proteína que une PlP3 a través de i;u dominio de homología a plekcstrina PH (de unión 

a llpidos y regulación de uniones membrana·protefna). 

Akt es una cinasa de serina y treonina que fosforila e inactiva el factor pro-

apoptótico BAD, promoviendo as( la sobrevivencia celular. La activación mediada d~Akt · 

por PI3K, también estimula la activación transcripcional de NF-K~. 

Independientemente de los efectos en Akt, PI3K puede activar a Vav y a miembros 

de la familia Tec de cinasas de tirosina como Uk, Rlk y Txk, que contienen dominios PH y 

unen PIP3. Las cinasas Tec contribuyen a la activación mediada por PI3K de algunas 

isoformas de PLC-y, flujo de calcio y activación de MAPKs. [19] 

Vía Vav/Rac 

Las GTPasas Rho son miembros de la superfamilia de pequeñas protelnas de unión 

a GTP conocidas como Ras, se activan e inactivan al unir GTP ó GDP respectivamente. 

Existen tres distintas cláses de protelnas que regulan la unión del nucleótido a proteínas de 

la familia Rho; GEFs ("GTPase Exchanging Factors") catalizan el intercambio de GDP por 

GTP en la protelna dé unión a GTP activándola. GAPs ("GTPase Activating Proteins") 

aceleran la velocidad a la que la GTPasa rompe su GTP a GDP, inactivando a la GTPasa. 

GDis ("Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors") estabilizan la forma unida a GDP de 

la GTPasa, inhibiendo efectivamente el intercambio de nucleótido y la activación de la 
'·<' . 

GTPasa. La conformación de la GTPasa depende del nucleótido que tenga <'unido, sólo 

cuando une GTP la GTPasa puede unir proteínas efectoras y transducif la señal. 
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Las GTPasas Rho son activadas por receptores de membrana y conectan las sefiales 

intracelulares al rearreglo del citoesqueleto; diferentes miembros de la familia Rho ejercen 

efectos diferentes en la morfología celular. Además de la regulación de citoesqueleto, las 

proteínas Rho pueden regular otras vías de activación corno la de JNK y p38 por Rae y 

Cdc42; Rae también regula la síntesis de PIP2 para la producción de IP3 y DAG durante la 

transducción de la sefial [19). 

Vav es un GEF de Rae, es una proteína de 95 kDa que contiene un dominio PH, un 

dominio de homología con calponina (de unión a actina), un dominio SH2, dos SH3 y un 

dominio de homología a Dbl conocido como DH que contiene el sitio catalltico de GEF, 

Vav es fosforilado en tirosina de una manera dependiente .de Lck y ZAP-70 luego de una 

estimulación CD3 y CD28 es translocado al complejo del TCR. SLP-76 y LAT son criticas 

para el reclutamiento de Vav y a su vezVav"es'req~(i~id6 pa~a el reclutamiento de PKC9 al 

complejo de sefialización del TCR. 

WASP ("Wiskott-Aldrich Síndrome Protein") es el principal efector de Cdc42 

necesario para la modificación del citoesqueleto de actina. Recientemente se ha demostrado 

una asociación directa de W ASP con el complejo Arp2/3 compuesto por siete subunidades, 

incluyendo Arp2 ("Actin Related Protein 2") y Arp3. Este complejo es el único mediador 

conocido que media Ja nucleación de filamentos de actina, la asociación entre W ASP y 

Arp2/3 provee un mecanismo claro en el que Cdc42 regula la polimerización de actina de 

novo y los cambios morfológicos resultantes [19). 
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El citoesqueleto de actina en la activación del linfocito T 

El citoesqueleto se fonna de microfilamentos, microtúbulos y filamentos 

intermedios, su función es el mantenimiento de la arquitectura celular. Los filamentos de 

actina son los responsables del mantenimiento de la fonna celular y adhesión, además son 

requeridos para los cambios morfológicos rápidos en motilidad y juegan un papel 

importante en división celular. 

El citoesqueleto de actina y las moléculas que regula forman parte integral en la 

transducción de señales a través del TCR. El entrecruzamiento del TCR resulta en un 

aumento brusco en la polimerización de actina requerida para la sefialización intracelular. 

La polimerización y remodelación de F-actina es necesaria para los cambios en la expresión 

de receptores de superficie y la organización intracelular de complejos de sefialización, 

como es el reclutamiento de PKCB por Vav y la recientemente descrita interacción de 

CD3l; con microfilamentos de actina en linfocitos T activados y en reposo. 

La capacidad de moléculas como Vav que participan en la sefial a través del TCR, 

es dependiente de su habilidad para la remodelación de actina. Además de regular la 

formación de los complejos de activación y el reclutamiento de receptores el sitio de 

contacto entre el linfocito T y la APC, la dinámica de actina regula la transducción de 

sefiales al modular la intemalización de receptores y el reconocimiento serial de los mismos 

[19). 

Fosfatasas en la regulación negativa de las señales a través del TCR 

Dado el papel de las cinasas en la activación del linfocito T , resulta lógico pensar 

en enzimas que actúen de fonna antagónica regulando negativamente dicha activación. Las 



fosfatasas pueden actuar en diversos residuos como pueden ser serinaltreonina, tirosina e 

Incluso llpidos [20] [21), ~ontan diversas como las cinasas y pueden servir tanto como 

elementos de inhibición como de activación de sei\ales de la célula T [16]. 

Entre las fosfatasas de tirosina (PTPasas) más importantes en la transducción de 

sel\ales del TCR se encuentran CD45 y SHP-1 (SH2-domain containing protein tyrosine 

phosphatase). CD45 es un receptor tipo PTPasa altamente expresado en la superficie de 

células hematopoiéticas, A pesar de posibles diferencias dada la existencia de varias 

isoformas de CD45 generadas por splicing alternativo de su región extracelular, todas 

comparten un segmento citoplasmático con dos dominios de PTPasa. A pesar de que no se 

han identificado ligandos que pudieran ser reconocidos por CD45, se ha demostrado su 
'·,. 

papel es imprescindible en la activación d61;Iinfocito T. La fosfatasa CD45 regula la 

actividad de las cinasas de la familii:i SrcWy~X1~k):mediante la defosforilación de residuos 
,.,, .'.'';· 

de tirosina inhibitorios, lo cuál; ~~rnlt~. uga:~~rifo~a~ión activa de Ja cinasa . Se sabe 
... -:. : .: .. ·: /~:~~::-.. '. · ,;~:;~~~~::~:-I1~~t ~~y~;~)Y ~,U~}~;: t~? -; ~---: 

también que CD45podrla defo8,forilar;los)esidu}s de:tirosina presentes en los ITAMs de 

CD3~ en este sasoJ?~if1~,1~~,ii~)~~~aJ~~1A~'.~t~;;y~~i~~J16] [22]. 

~::1:::::~:~
0

1~~~1~f ~!~f Nllf t:~~:::~::::~: 
expresada exclusivam~M~b~~hilil:s h~rn~to~i~t~cas y se ha demostrado su asociación con 

Vav, Grb-2 y Sos,_11d~~¿~,·~~-:su ~a~acidad de unir y defosforilar a ZAP-70. SHP-2 se 
" ',J~;::--l~;~r_::_,- ·': 

expresa en diversofti¡)üs celuÍares y en linfocitos T se ha visto que es capaz de asociarse al 
' ,. :..- ·.'· ---.-~ 

regulador n~gativo:deJa activación de células T, CTLA-4, y ejercer el mismo efecto que 
- ':- ",'; < ·. \ 

SHPI en ZAP-70 [16] [23]. 
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Multiplicidad de IT AMs en el complejo CDJ: ¿Redundancia o 

especificidad? 

El hecho de que existan varias secuencias IT AM en las distintas cadenas del complejo 

CD3 (Fig.3) ha llevado a la postulación de dos posibles modelos que explicarían la 

presencia de dichos dominios: uno cuantitlltivo, en el que la abundancia de ITAMs asegura 

que la sei'ial iniciada después del entrecru2:amiento del receptor sea potenciada ya que ,al 

haber varios ITAMs, la probabilidad de que se puedan activar las diversas vías aumenta. El 

segundo modelo o cualitativo postula que las diferencias sutiles en las secuencias 

contenidas en los diferentes ITAMs confieren especificidades únicas a cada cadena que les 

permiten interactuar exclusivamente con distintas vías de activación. Existen reportes que 

apoyan ambos modelos como se verá más adelante. 

El estudio de la función de las cadenas del complejo CD3 se ha basado en el análisis 

de ratones deficientes para cada. una de estas cadenas, as( como mediante la generación de 

receptores quiméricos que fueron expresados en lineas celulares o bien en ratones 

transgénicos. 

Estudios de ratoriescteficientes en las distintas cadenas del complejo CD3 indican 

que éstos participan'eriW~s distintos estadios del desarrollo. Los ratones deficientes para 
:> \.-:l,l-;¡;;''.;< ~ .':.:-~:· '. :' ... ·,, 

CD3s, CD3y, RÁo:;¿;~t~i~~esentan el mismo fenotipo [4] [24] [25]: el desarrollo de Jos 

linfocitos T se deti~ne'~t lli~el:de los timocitos más inmaduros o dobles negativos y este 
,'·:} . 

fenotipo puede ser revertido: e~:el ~aso de pTcf1
" y RAG"1

", mediante entrecruzamiento con 

un anticuerpo anti-CD3E (2Cl 1) [26] o mediante la introducción de una cadena TCRf3 

transgénica rearreglada [27]. Para el caso del ratón deficiente en CD3s, la reversión puede 

darse al re-expresar CD3s según un estudio [24], aunque el nivel de reconstitución varía 
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dependiendo del TCR que se este analizando [25] (28] [29]. Los fenotipos obtenidos en los 

ratones deficientes para todas estas moléculas indican que tienen un papel crucial en el 

"checkpoint" correspondiente a la sefialización a través del pre-TCR [4] (30]. 

Los ratones deficientes para CD3l; tienen un bloqueo a nivel de dobles positivas, al 

igual que los ratones deficientes para CD31i, ZAP-70 y lck [4] [25]. El nivel al que ocurre el 

bloqueo en el desarrollo en estos ratones deficientes depende de la cadena del complejo 

CD3 que se elimine, lo cual sugiere que cada una de las cadenas tiene una función diferente 

durante el proceso de maduración y diferenciación del linfocito Ten el timo. 

El modelo cuantitativo ha sido apoyado principalmente por resultados obtenidos 

por Love y colaboradores [31] [32]. En estos estudios generaron transgénicos para O, 1, 2 o 

3 IT AMs de la cadena l; y se utilizaron para reconstituir el fenotipo del ratón CD31; ko. Los 

resultados demostraron que el número de ITAMs introducido se correlacionaba 

directamente con el nivel de selección positiva y negativa obtenida en estos ratones, 

apoyando que el número de IT AMs tiene el papel de amplificar la sefial generada a través 

del TCR. Sin embargo Malissen y colaboradores, utilizando un TCR de mayor afinidad 

pudieron demostrar que los IT AMs en l; no son imprescindibles y que el módulo li)'E podía 

en algunos casos sustituir parcialmente la función de I; [33]. 

El modelo cualitativo ha sido apoyado por distintos ensayos in vifro. Se ha 

demostrado que las afinidades de los IT AMs de CD3e, CD3y, CD31i y CD3l; por distintos 

sustratos varían. Utilizando péptidos formados por los ITAMs bifosforilados, se demostró 

que todos unen a ZAP· 70 con una jerarquía de asociación: l; 1 = y = li mayor que 1;3 mayor 

que l;2 =E. Shc, Grb2 y p85 (PI3K) también se unen a los IT AMs bifosforilados del;, y y li 
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(7), aunque estudios recientes indican que CD3e también puede asociarse a la subunidad 

p8:S de PI3K [34). 

Por otro lado, se ha reportado la unión especifica de algunas moléculas a las cadenas 

del complejo CD3 y existen indicios de mecanismos celulares que podrian estar regulados 

diferencialmente por cada una de ellas. Para el caso de CD38 se le ha relacionado con el 

reclutamiento de ERK al TCR necesario para la selección positiva [35]. En distintos 

estudios, el módulo CD3yoe es suficiente para Ja generación de sefiales de activación aún 

en ausencia de CD3l; [33] [36]. CD3y se ha relacionado con la activación de ERK y la 

fosforilación de LAT necesarias para la selección positiva de los timocitos (37]. Estudios 

recientes demuestran que CD3y regula la internalización del TCR durante la activación del 

linfocito T, así como el reciclamiento basal del receptor en la ausencia de estimulas [38] 

[39] [40] [41]. CD3l; se asocia al citoesqueleto como ya se mencionó anterionnente (ver 

parte de citoesqueleto) y CD3e se ha descrito como posible regulador de la sobrevivencia 

celular en un modelo con un TCR transgénico [42]. Entre las proteínas que se sabe puede 

unir CD3e se han descrito la molécula adaptadora Nck [43] y CAST [44]. Recientemente se 

ha demostrado que la interacción de CD3e con Nck pennite un cambio confonnacional que 

es imprescindible para la maduración de la sinapsis inmunológica y la activación del 

linfocitoT [43]. 

Los estudios utilizando receptores quiméricos para los distintos componentes del 

complejo CD3 describieron que las sefiales generadas al estimular proteínas quiméricas de 

CD3e y CD3l; son las mismas, puesto que ratones transgénicos para estas dos quimeras 

fueron capaces de inducir proliferación de linfocitos T maduros, y su entrecruzamiento con 

anticuerpos dirigidos contra el dominio extracelular (h!L-2r) fue capaz de inducir la 
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maduración de timocitos DN a DP en un fondo genético deficiente para Rag. Con estos 

resultados el autor concluyó que tanto CD3e como CD3l; generan señales similares en la 

activación del TCR [45). Sin embargo, en otros estudios los patrones de fosforilación 

generados al estimular quimeras de CD3& y CD3l; fueron cuantitativamente distintos 

sugiriendo la activación de distintas rutas bioqufmicas [46]. 

Estudios in vivo con ratones transgénicos que expresan quimeras de CD3l; 

demuestran que Ja activación condicional de esta cadena no es suficiente para activar al 

linfocito T [47] [48] aunque hay datos que indican lo contrario [49] [50]. Las discrepancias 

entre ambas conclusiones podría deberse a la manera en que fueron construidas las 

proteínas quiméricas, por lo que falta definir si en realidad estas moléculas participan 

diferencialmente o no en la diferenciación y activación del linfocito T. 

A pesar de que aún existe controversia sobre la función de los IT AMs, estudios 

recientes de Allen y colaboradores han demostrado que al menos para la cadena <'.;, se 

requiere que todas las tirosinas del IT AM estén fosforiladas para Ia activación funcional del 

linfocito T; además, en clonas de linfocitos T se de1n~!1i6~~~~~;;¡~~o~fo~ilación incompleta 
.~/~~·· .. · .. ',;~;:~{>Y~:~~·~i; .-:~~\;?;·.:'-.:_ ~. : 

de <'.; puede inhibir activamente las señales de actÍv~8){)1'>.[.5ij,:ipor otro lado, estudios 
. . ... · . ;:; . . .¡j{j~~ff3;1~~~11Bti 

recientes indican que la segunda tirosina del ITA~,'d:··~ es:fuÍldamental para las señales 

generad" a través de esm cade7. r;)J.~i~;J~il~~~,;7;: :!:.1 que la cado"' ~ ~rl• 
existir una jerarquía en la fosforilaciOÜ'dé'';,las'.tirosiOas'de esta cadena, que conllevaría a 

distintas respuestas funcionales/'.Si~~~¿~~~~.1a'in;orrnación sobre el papel de los ITAMs 

de CD3& es limitada y requiere ~#est~di~ mas detallado. 



Dime rizadores quf micos 

El concepto de promover la asociación de protelnas como un mecanismo de 

regulación ha llevado al diseño de diversos sistemas capaces de inducirla. Muchas proteínas 

se activan al acercarse o estar en proximidad a la membrana donde interaccionan con 

protelnas especificas también ahl localizadas. 

Algunas moléculas orgánicas de bajo peso molecular que permean las células, han 

sido utilizadas para inducir la dimerización de dos proteínas blanco; de ahl reciben el 

nombre de inductores qulmicos de dimerización o CIDs (Chemical inducer of 

dimerization). Por analogía a los factores extracelulares de crecimiento o citocinas, los 

CIDs poseen dos dominios de unión que reconocen módulos de protelnas especificas que 

han sido fusionados con otras proteínas de interés. La adición de CIDs a células que 

contienen estas proteínas quiméricas, induce su asociación. La dimerización puede ser 

rápidamente inhibida al a¡,'fegar un CID que contenga un solo sitio de unión al ligando y 

pueda competir con los CIDs de dos dominios de unión. La mayoría de los eventos de 

regulación dependientes de dimerización pueden ser eficientemente simulados por esta 

estrategia [53]. 

El CID más utilizado es FK1012, formado por un dímero de la droga 

inmunosupresora FK506. FK506 contiene dos dominios de unión, uno de unión a FKBP 

(f,K506. Binding Protein) y otro dominio de unión a calcineurina ( a través del cual ejerce 

slJ efecto irmíunosupresor luego de unirse a FKBP). El dímero FK 1O12 está formado por 

~. dos FK506 fusionados en los dominios de unión a calcineurina por lo que únicamente 

reconoce a FKBP y no actúa como inmunosupresor [54], [55] (Fig.6). FKBP es una 

protelna citosólica de 12 kDa muy abundante con actividad de rotamasa (cis-trans peptidil ¡ 
1 
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isomerasa) [56], está muy conservada en eucariotes y ha funcionado como blanco de unión 

a la droga en diversos estudios de dimerización . 

• ZFK1012 
f 

l 
.. .FKBP-12 

FK506 FKBP-12. FKS-06 I> 

Toxicidad e inmunosupresión 

Figura 6. Mecanismo de acción de FK506 y FK1012. Una vez que FKS06 ha reconocido a la 

chaperona FKBP-12 puede unirse e inhibir la acción de calcineurina generando inmunosupresión. El dlmero 

de FK506, FKJOl2 conserva únicamente los sitios de unión a FKBP-12 por lo que pierde el efecto 

inmunosupresor. 

La primera demostración de la aplicabilidad de FKI012 fue un estudio in vitro 

donde un receptor intracelular artificial que contenía el dominio citoplasmático de la cadena 
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TCRl; unido a tres copias de FKBP-12 (expresado en la membrana citoplasmática a través 

de una sella) de miristilación), era activado al adicionar FK JO 12 iniciando las cascadas de 

seflalización y llevando a la expresión de un gen reportero bajo control de un promotor que 

contenla sitios de reconocimiento para NF A T [ 57]. 

....•.•.•• 
Cytopla!>m 

l'KC. 
MAl'K 

• ~ 
~ , 

Figura 7. Diseño y actividad de la quimera de CD3l;. Primer reporte utilizando el modelo de 

activación intracelular por CIDs (Spencer, et al, J 993). 
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El sistema de dimerización del par FK1012·FKBP-12 también ha sido utilizado 

para investigar el papel de cinasas (familia Src) [58] y moléculas adaptadoras (Sos-Grb2) 

[59], en la activación linfocitaria, incluyendo la cinasa especifica de tirosina ZAP-70 [60]. 

Recientemente se ha utilizado el sistema de dimerizadores para el estudio de otros 

receptores in vitro, entre Jos que se encuentran la caspasa Bax [ 61 ], el receptor de PDG F 

[62], el receptor ckit [63] y las beta integrinas [64). La eficacia de la utilización in vivo de 

dimerizadores qulmicos para la activación condicional de receptores que transducen señal 

ha sido recientemente reportada en el estudio de la molécula Fas, cuya activación induce la 

muerte celular (apoptosis)[65]. 

En este estudio, utilizamos este sistema de dimcrizadores quimicos para lograr la 

activación condicional del receptor quimérico (ver disel'io experimental) con un homólogo 

sintético de FK1012, conocido como AP1510 que presenta mayor actividad [47] .. (Ver 

estructura, Fig 8.) 

F1<1012: 

Figura 8. Estructura de las drogas dimerizantes. Estructura del dlmero de la droga FKS06: 

FKIOl2 y su homólogo sintético APISIO. 
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JUSTIFICACIÓN 

Existe ¡,'Tan controversia en cuanto a la contribución individual de cada uno de los 

componentes del complejo TCR/CD3 en la inducción de las seílales de activación y 

maduración. Nuestros estudios están destinados a investigar si existe una conexión 

especifica de cada una de las cadenas del complejo a distintas vlas de señalización 

intracelular o bien si la multiplicidad de los ITAMs presentes en las distintas cadenas del 

complejo TCR/CD3 tienen la función de actuar como mecanismo de amplificación de la 

señal. 

En particular estamos interesados en estudiar el papel especifico de la cadena CD3E 

en la generación de seftales de activación del linfocito T mediante un modelo de activación 

condicional utilizando el sistema de dimerizad?~es químicos. Estudios previos en nuestro 

laboratorio analizando el papel de lacadena CD3l; con este sistema demostraron que la 
- L·, --- ~:·.o-·.,,·,qt\· -,1<-·,-

expresión de la quimera en Hneas'tiifuo~ales.'de ii~f()~Ítos T fue capaz de reclutar ZAP-70 a 

la quimera de <'.; asl como';<l¿}"c¡ri~~ci~~la~U~f~sión de genes dependientes de NFAT 
: ~- r:;;~:_:_ ·\;g;;:;;~;~~~i~:;fr~t:)ij~E-;:~~.:~· :_ 

utilizando como gen reporteroél geñdeJa fosfátasa alcalina [47]. Sin embargo, en ratones 
' ;',, ;~t·{( ·:t;tJ'..!\:.-;r.-· .. - .. '.· 

transgénicos que expresaban ta' ~:~i~~r~;jd~;Cfül; en el linaje de linfocitos T, se observó 
., .,.·:- ._- .'.:,.',_{ ~i~; -.¡ . • 

. ·~;;: ~'·"" ,~;>~ .,.,, ~-- ~· ' ) 

que la seflal generada individu~i'rnehte'·¡jb~ CDJ<'.; no era capaz de inducir una activación 
... " ~ ..: ' ·.. · .. , ;·-·.-,-, ., 

necesidad de estudiar la señalización a través de otras cadenas del complejo CD3, nos llevó 

a plantearnos como objetivo la construcción de las quimeras de CD31:: y a su expresión in 

vi/ro. Los resultados obtenidos aportarán nuevas evidencias del papel individual de la 
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cadena CD3e en la inducción de las seflales de activación del linfocito T y nos permitirán· 

cleterminar si existen diferencias con respecto a las generadas por la. cadena~CD31;; 

Además, podremos evaluar la importancia de las tirosinas presentes en el ITAM de.esta 

cadena mediante el análisis de las señales de activación generadas al utilizar una cadena 

CD3e mutante, donde las tirosinas son substituidas por fenilalaninas. 
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HIPÓTESIS 

La cadena CD3e tiene un papel diferencial en la transducción de señal durante la 

activación del linfocito T, por lo que su activación condicional inducirá vías de señalización 

distintas a las generadas a través de otras cadenas del complejo CD3. 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar el papel individual de la cadena CD3e en la activación del linfocito T. 

Objetivos particulares 

1. Determinar si la señal inducida al activar condicionalmente la cadena CD3e es 

suficiente para activar al Ünfocito,T,· 
• - ' ~· :.-~. t~.;. 

;",>'' 

3. Investigar la importanci·~;d¿.')~ijdt~ffeidad de. las secuencias lT AM presentes en 
;-~- ¡ '1''.---:~.:·;,'<'.)!'.- .> . _:_-

CD3e en la inducción de seftaJe¿:de.~ctivación utilizando una mutante, donde las 

dos tirosinas están substitúidas por fenilalaninas. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Líneas celulares 

Jurkat E6-1. Esta clona fue obtenida de línea celular humana Jurkat-FHCRC, 

derivada de una leucemia aguda de células T. (ATCC # TIB-152) 

Jurkat Tag. Esta línea obtenida mediante transfección de la linea Jurkat E6-1 con 

el antlgeno T grande del virus SV40, fue proporcionada por el laboratorio del Dr. Stuart 

Schreiber, Harvard University, MA, USA. 

Construcción de las moléculas quiméricas 

Todas las quimeras utilizadas en este trabajo conservan las siguientes caracterlsticas 

(ver Fig.9): 

a) El dominio extracelular y transmembranal de hCD2 contenido en las primeras 636 

pares de bases del gen de CD2 humano con una mutación puntual que evita el pegado 

de CD2 con su ligando LFA-3. Proporcionado por la Dra. Barbara Bierer (Dana 

Farber Cancer Institute, MA, USA). 

b) Dominio intracelular de CD3& silvestre o mutante (con doble substitución de 

tirosina por fenilalallina en el ITAM) correspondiente a las últimas 165 pb del gen 
< ·,_ ·: 

CD3& muri.~o •. o~~ s~ caso el dominio intracelular de la molécula CD3l; murina 

contenid? e.h el fragmento de 320pb finales de dicho gen como control positivo [47]. 

El cDNA para la cadena de CD3& silvestre o mutante fue donado por la Dra. Marie 

Malissen (CNRS-INSERM, Université de Marseille-Luminy, France). 
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e) Tres copias de la molécula chaperona humana FKBP-12 codificadas en un 

fragmento de 320pb cada una, unidas al dominio intracelular de CD3e ó CD3l;. 

d) En el extremo carboxilo terminal, el epítope de hemaglutinina del virus de 

influenza con la secuencia de aminoácidos: YPYDVPDY A. 

Dimerizador: AP15l0 

Ligando: FKBP-12 ("FK506 binding protein-12") 

hCD2 
APl510 

,----·~ . 
~ Membrana 

•• 
FKBP x 3 

Activación ? 

Figura 9. Diseño de las moléculas quiméricas. Todas las quimeras poseen las mismas carac-

!erísticas, el dominio intracelular varía dependiendo del componente CD3 que contenga. Al ailadir la droga, 

las moléculas que contengan el blanco de unión de la misma (FKBP-12), serán reconocidas y agregadas 

intracelularmente. 
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Plásmidos 

Los plásmidos que se utilizaron fueron: 

-pSK (Bluescript) derivado de pUC19 con 2958 pb usado para clonaciones 

iniciales. 

-pSK: CD3s con la quimera de CD3s silvestre insertada en el sitio EcoRI del sitio 

de policlonación, vector de 4686 pb. 

-pSK: CD3sYFYF con la quimera de CD3E mutante (doble sustitución de tirosina 

por fenilalanina en el IT AM) insertada en el sitio EcoRl del sitio de policlonación, 

vector de 4686 pb. 

-pBJ5neo:CD4 derivado de pcD-SRcx con 3419 pb conteniendo al gen de 

resistencia a geneticina en un fragmento de 807 pb y la quimera de CD4(1876 pb) 

insertada en el sitio NotI-EcoRI del sitio de policlonación. Este vector fue utilizado 

para las construcciones de CD3s y control. 

En los pasos de clonáción se utilizó E.co/i cepa DH5a (Gibco}, se usaron 6U/µg de 

DNA de las enzimas de restricbión EcoRI, Notl, Hindlll, San, Xhol y Clal (Gibco BRL 
- . ·, .--.- -·- - --.-, 

Grand Island, NY. USA). También se utÜizarbnc2U, IU y IU/µg de DNA de las enzimas 
' ... - ·' . . ' '. - . ,,.·' .·. >~ ._-.. ; ·; ' '. -',' 

· DNA polimerasa·I fragmento Klenow, T4 DNAligasa y fosfatasa alcalina de intestino de 

becerro (CIAP) respectivamente (GIBCO,BRL Grand Island, NY. USA). Del linker EcoRI 

(GIBCO,BRL Grand Island, NY. USA) se utilizaron 2µg/reacción. 

Las construcciones se confirmaron al analizar los patrones de digestión generados y 

por secuenciación utilizando el secuenciador automático (Genetic analyzer, Modelo 31 O, 

Applied Biosystems, CA, USA). 

45 



Los plásmidos finales que se utilizaron fueron: 

• pB,T5neo. Vector de transfección eucarionte que contiene el gen de resistencia a 

geneticina. 

-pBJ5neo:e, Vector pBJ5neo con el inserto de la quimera de CD3e silvestre en el 

sitio EcoRI del sitio de policlonación. 

- pBJ5neo:eYFYF, Vector pBJ5neo con el fragmento de la quimera de CD3e con 

sustituciones puntuales de tirosina por fenilalanina en los nucleótidos 106 y139 del 

fragmento de 165 pb finales del gen para CD3& murino; insertado en el sitio EcoRI 

del sitio de policlonación. 

pBJ5neo:I;. Vector pBJSneo con la quimera de CD31; insertado como fragmento 

Notl-EcoRI en el sitio de policlonación. 

Construcción de vectores de transfección 

Para la generación de los vectores de transfección en eucariontes de CD3& y control 

se digirió el vector pBJ5neo:CD4 con Notl-EcoRI, se purificó y se trató con Klenow para 

hacer los extremos romos, se les insertó un sitio EcoRI con el linker EcoRI. El nuevo vector 

se digirió con EcoRI para insertar los fragmentos EcoRI de 1728 pb (conteniendo a las 

qui1t1eras) previamente purificados de los vectores pSK: CD3& y pSK: CD3&YFYF. La 

con~trucción control se obtuvo a partir del vector modificado con el linker EcoRI, digerido 

con EcoRI y recircularizado. 
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Transfecciones estables y transitorias 

Quince millones de células de la linea tumoral humana Jurkat E6-l (para 

transfecciones estables) ó Jurkat Tag (transfecciones transitorias) se resuspendieron en 

400µ1 de RPM( (GIBCO BRL Grand faland, NY. USA) suplementado con JO% suero fetal 

bovino lnactivado (SFB,-GIBCO BRL-Graild Island, NY. USA) y 1% de la solución con 

glutamina,: )Jé~í~ilina y· estr~~f~~¡~¡~¡l; (GIB,CO BRL Grand Island, NY. USA). Las 
' • ' ' J ·-· • _., " !·:(:.:-· ·:-~ ;··· -,:»:~"' :, '~·. {-'~.' '' -· , . -;_ , ._ . . -

suspension~s"'¿elula~els~ -i~tr~duJ~rori%~':celdas para electroporación de 4mm (BTX) s 
- -·- ~· -- .... , '~-:.._~,--~-~-i:;· ;.-.,- "~-~ -~; ~ ,·.-

millutos'a t'~m~~~tJra íúl1bÍ¿~t~~&~Jo'µgde los plásmidos pBJ5neo:e, pBJ5neo:eYFYF, 
-· -:: - . :·: (:· ·>:-:F'. .: · ;;~r::· · 1-~~:lj{· t-~~:)(: \UF/- ?1~f;~,::::.--~/;~1,(--8.f1_.-; 
. pBJSneo;~ ó pBJ_5n'eóco'ino ·cóntroi'Jinearizado con la enzima de restricción Clal (vectores 

••.. .. < ·< :.< . /"; ::~_ i~~:- 'S~f)1~:;;-;{t)J:; . 
de CD3e ycontrol)'ó Ec'o~I((eñ·e1'·caso~del vector de CD3~) para transfecciones estables. 

En t•~f~;i~~·~~~Í!J¡~~J~lviores fu~on utiliudoo on fonna cireura•. L~ 
condiciones: de transfocéión\ftieroñ!Iás'siguientes: 250 Volts, 800 Ohms y 950µF en el 

: \ .. : .·: · · ·. :'.:<~·.: -~~/~~,-~- ::~i~tj;~:'~ ;~r~r?~~~~i~ '..:~~~~;~}:1~ ~;:<·ff:~;J ~, -. ;.::?'.·_ , .. 
electroporador modefo ECM630:-de'BTX, Una vez que se dio el pulso en el electroporador, 

·:·_;:-_-.. _:;.:::/::,·._;: ;~'.;,:~ .. :.:·!.~~~Ir;- .--.t-~~'.~'.~;;'._ -~~:~:~;.:_::·foti~>·:WL~i:. ??);~::·:.~:)~ :::-. -~ 
las células se déjaron en recü~ríiéióñ dúrante 24. horas con 10 mi de RPMI 10% SFB, 1 % 

____ ._-_-'. _ :-< :'. ·: ... '.·::,\:·· .. .}~;¿} -~;~~:-~/~·;f~~;'. ~'. ;;L~t"-'.~~:1~"fr~:~:1!:;J~i(~:J::·:~~ -._.-;'.-;-2:- -

glutainilla/peniCilina/estfeptávidina"y»25mMde Hepes en cajas petri para cultivo celular 

(Nu
-.n·, e)·.·•.····. . > •.· '.T' ''P' ;,;,¡- 'i'~,·)1[~L,~!.i ~~;:Y'M.:;' ' : ""' ... ·, ·:t:)~ \•.:· '. ._.• .. o•))-. 

Lis t'8nSfociárite~ ,,;~:1:ri11~it¡h;.,.n para ox~montos a I~ 48 h de cultivo y 

las estables se mantuvieron en med:i~,c~~~l~to con 1.2mg/ml de geneticina (G-418 GIBCO 
<:,·.r·: 

BRL Grand Island, NY. USA) hastas~ u.~o: 
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Lisados totales e inmunoprecipitaciones 

Diez millones de células fueron lisadas en 100µ1 de buffer de lisis, se incubaron 10 

min a 4ºC y se centrifugaron 10 min a 13,000 rpm. Se procedió a su análisis por 

inmunoprecipitación con 30~tl de protelna G acoplada a agarosa (Invitrogen Corporation, 

Carlsband, CA, USA) y 2µg de antl-co.31: (M20, Santa Cruz Biotecnology Inc, CA, USA), 

2µg de anti-CD3l; (B610.2 sá~ta Cruz Biotecnology Inc, CA, USA), 3µg de anti-HA (F7, 

· Santa Cruz Biotecnology · lnc, CA, USA) ó . lµg anti-HA 12CA5 (ascitis). El 

inmunoprecipitado se disolvió agregando 200µ1 de butr~r de lisis y se incubó toda la noche 

en agitación a 4°C, Se lavaron 2 veces con'J~l~b;!Jfüf~r,de lisis y se resuspendieron en 
,,,,_, :_",:',· .'.:,, - ':·» · ... ' ---~-:-" -'.-,,~:~:'~::'.~~::;;,'.· '.---<~ 

Z/~-/-',: · .. ·-\~\~: i;_-~.c -·:1~'.r'.:\k~--
30~tl del mismo buffer, } ·..... :.c. < • - '' · • 

. >< ~j .;:;·. ¡;; .;~.>.t·~· ~~~" lité;_~~->:[¡: . 
Se preparó el gelfse layaron l()s pózos:con,bútJeride corrida. Se les agregó a las 

• • • >: :_-:-: ~- : ... './:;::_ --~l~~- -:-; ~;:L;:·-~; ~~-/<~;}_~5y..::_:"¡.:t~~:~;,:._[1g!~:_: __ -jff~}f .~~~~11~-~:;:~:;~-~>I~~~~-::~:·: \_:. =.- • 

mmunoprec1p1tac1onesitin volu1nen de, buffer de~ca.rga:y se.incubaron 5 mm a IOOºC. Se 
'..·:~.::. i'-·_:_·, :~.:t:: ,: :~:::t~:- :}J¿ft\-~;~j~:.~_;~D;t '.;~~~i~¡~'.~··2~~·~,.;~~y.~~K:~:¡}~~~;.:.~:fJ;Jf~?:11~',~~.\ ;:·,',,~. 

cargaron 'las müestfas ~juntó .;con ;'.el i: marcador/de:: protdnas. de alto peso molecular 
:.::;· .. -·; ·.· ..... : .. -. ·.):.:- ,~ :::;..-}i>·i;/:: ;-~r~.-:·/:~¿/~t~~:~.Y-"~~/~\~:W~(;;;w~~\·:7ti~r~·, ~·t~rr .. :f~:;1<~·~.h 

preteñido(p-77085,. New Englá~a Bio~abs;.B<>stonf>.1A.USA); se corrió el gel en cámaras 

Hoeffor (sE6oo, Affie~~;.~~~h,~!m Ni A; : tso~ hosta que el frente de oomda 

llegara al final del. gel.· Se transfi~ió;~ ~embranas de nylon Immobilon-P (Millipore 
• , .. ,.. c>',_;c ';-r~·'_,-.· 

Corporation, Bedfore, MA,USA) previamente hidratadas (20 seg metano!, 2 min H20 y 5 

min en bulTer de tra~sf er~ici~5; e~• cámaras de trasferencia semi-seca (Owl Scientific, 

Portsmouth, NH. USA) por
1

:rh·\rl0 V y se procedió a su análisis por la técnica de western 

blot. 
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Western Blot 

Para el análisis usando el anticuerpo a11ti·fosfotirosina, se estimularon 5 x 106 

células por condición; las condiciones de estimulación fueron las siguientes: 5µg/ml de 

anti-hCD2 (TS2. l 8 proporcionado por la Ora, B. Bierer, Dana Farber Cancer lnstitute, 

Boston MA. USA) ó anti-hCD3 (OK,T3doiladopol"el Dr. Saavedra, IIB, UNAM) incubado 

10 min a 4°C, mas 10 µg/ml clet' anÚ.c.~erpo de c~bra anti·lg de ratón (81-6500 Zymed 

Laboratories lnc, Sn.Fco;CA:.usÁ)3c~¡~';a37~d.1µMcl~AP1510 o FK1012-H2 (Arlad 
'~-·-,., '/'.:.:._~-- (:·. ,,-:-·~-,,_,;;:~y ,.,,.--; _;_f,", ,'~ 

Pharmaceuticals Cambridge, MA)iUSA) ;Jo ;min':a 37 ºC y medio solo como control 
, . '.· , .• ,. -~·;,~·:· :, "'·j.;'. _L'· .• -•.. ' ·" ...... , ·-

negativo 10 min a 37 ~C. '~lcl~fu~i-~r6t ¡;~<¿~¡¡m¿lkciones agregándoles 2 volúmenes de 
• ' • • •• '·' C•;:>-"; •.;>:_·o'; ·in·•::.•._ .. :,. " ',.·.-

buffer de stop (PBS; 2b~~ ~;F,':'¡~M. Na3 ~b4) · a 4 ºC. Se lisaron como se describió 
' . ' , -· . . -~ :- : ' ·,- ; ' . . 

/:, · .. ,)_::> .. ~:~>¡J -~;: __ :'_:: .·.: ,- __ .:· 
anteriormente y se hizo la electroforesis de protelnas. 

••• 1> i'~i~;·/~,i~~-f"· ;';' ··.'. .. -
Se bloqueai,~n las m.el11branas por aproximadamente 16 h en una solución de TSA, 

.·<·>.'.: :::>::.· '--.,.'(., 

0.1% Twee~.y So/o lechéÓ 5% albúmina (cuando se usó anti-fosfotirosina). Posteriormente 
·. ' . .. . ."... '. '\·~.' -. . -. ' . " 

estas.se ..• i:cubaron·. c~.n···.elanticuerpo .·primado •. entsÁ··:O,l % ••• Tw~~n;l. % •. leche ó albúmina y 

3µg/ml anti~t1··'12dAs.(1583816,;Ro~he•~{ie~~ni~f)~J~i;~ttf-~· 12CA5 (purificado 
" ' '· <:'..~;~ i .-::·~~~~;-::::·:;·;~·~·:·, -.'. /:·~; : :::.~.:\ ·:,-.>. "·'.;~:.;~,: -: ~~:_>:?~·;.:~;}~:~··_:_:,~~~ft:~< ;::;' !~~~;;.:::·{:;\~:~:, f;,~> .. : .: 

de ascitis en nuestro lab§ratorio )ó- l: µg1íl.,1 'ant1:-.., o~ .Qtirosfoa_4G 1 O (Upstate Biotecnology) 
._- --. ~-_:,,,'._ ~/~~:-: ~f¡~:~:¿·,~ ~~~~~-~;-.:!·k~L---~~~L\ ;:~~;~~<-.,~:;;;~-:~'.-.-;\~~i:;'l:~~"~-,-_};,~i:~,- \;/.~::·:~,-::.--(~-:-~,;~~---_::.-:. i-·~-

durarite ~ h'í(teíllpefatura ~1t1biehte;(TA),' Se)avarc.>n 10 min, s min y 5 min con TS (sin 
:·'. } j_-:!· _··. -_-_· 1:i:-~:-: · -. ~2{~~>:.;;;~~:_·-.. ~~tJ~:,t:·'.\~~~:-~'.-.:.;i~fr1C_J!·\K::.~,~~}1/t :;)_}·;>-- ~~ .. ~~~(·:; ~--~;~:-. >-c. _;.. . · 

NaN3)a.'f Ai Se)rat~'c~nel~'anticuerpo·~ecundario anti~Ig de ratón acoplado a peroxidasa 

(l~~rsh#i~ha@a~f~~f~t,~i~::I~~.~J(USA) a una dilución 1/2000 en TS por 30 min. Se 

lavó 10, s ', s'y 5 'miri cri'n +s' yla~ b~ndíis fueron inmunodetectadas por ECL (Amersham 

Pharmacia Biotech ln~,,~f.' USA) y expuestas en placas de quimioluminiscencia 

Kodak.(Bionfax MR, Sigmaj\ld~ich. St. Louis, MO. USA). 
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Las membranas que fueron analizadas con blot anti·fosfotirosina, se les trató con 

buffer de stripping 30 mina 65ºC y se les hizo blot anti+IA. 

Ensayos de fosfatasa alcalina secretada (SEAP) 

1.5 x 107 células Jurkat Tag se resuspendieron en 400µ1 de RPMI suplementado con 

10% SFB y 1 % de la solución con glutamina, penicilina y estreptomicina. Se incubaron 5 

mina TA en celdas de electroporación de 4rnrn (BTX GENETRONICS, INC) con 5µg del 

vector con la quimera y 5µg del ve~tor reportero con el gen de fosfatasa alcalina precedido 

por el promotorde NFAT. ~: i~¿~b~ron 24 toras en cajas petri para cultivo celular (Falcon, 

Becton Dickinson La~;arl!, F;!n~Hri ~~ke~, NJ, USA) en 1 O mi de RPMI suplementado 
- -· .. ' .. 

con 10% SFB inactivado, 1% 'gluta~ina; 'penidtina~ estreptavidina y 25mM de Hepes. Se 
" . . ;!• ', , . .,,.,_·, 

contaron las células y se r¿s~,~pe~~ieron ~~}~¡~¡~iJ~'medio suplementado a 6.5 x 105 

células/mi, se pasaron a plác~~~;dg;~96'~~i~·¡(2~~iar, Coming incorporated, NY, USA) 
,.·,·.·' ,,• c•i·.:·;'.,,,.,. •", .'¡ :·· .,-, ... ·:·· 

colocándose 100µ1 por',P<>~~.·~ cacla pozo co~ células se les agregaron otros 100µ1 de 
- ·, "'':: 

~ :--::; ... _ 

medio más el antiéll~rp~ hCD2- biotina (TS2 l 8) a 5µg/ml se incubaron 10 mina 4°C y se 
, .. ., . 

adicionó el entrecruzllnte secundario estreptavidina (21 122, Pierce Biotechnology Inc, 

Rockford, IL. USA) a lOµg/ml, medio con droga (FK1012 o AP1510 a lmM), medio con 
\ . 

lOng/ml PMA (P-148, Sigma St.Louis Missouri, USA) + lµg/ml de ionomicina 

(Calbiochem, Darmstadt, Alemania) o medio solo como control negativo de activación. La 
. . 

estimulación con anti-hCD3 (OKT3) se hizo con el anticuerpo previamente pegado a la 

placa por lo~ que .únican1ente se agregó 'llledio solo a los pozos que lo contenian (ver mas 
.. ·' .. -.,.;-.. ',,_._. ,.,,,, .¡._,.-- ... ,-. - ,_.,_ ,.;-· 

-· -_~:i:,,,-º_::;-~::o_'_:_'~:,-~_.::º·~~~:.:,:~:-<_.)_:_-=- ·:~;,_:(:_·-, -, ·.·. '""'" 

·. adelant~) •• s~ i~~~¡j~~on' a 3 re toda 1~ n~che. 
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Se incubaron las placas 2 h a ?OºC para inactivar las fosfatasas endógenas, se 

centrifugaron S mina 1500 !'Pm y se tomaron 100µ1 de cada pozo para pasarlos a placas 

nuevas, Se les agregaron 100µ1 de 4-metillumberiferilfosfato (M-3168 Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO. USA) como sustrato para la fosfatasa alcaliná y se incubaron toda la noche a 

37ºC. 

Se midió la fluorescencia generada por la degradación del sustrato tras la acción de 

la enzima (fosfatasa alcalina) en el FluoroScan Ascent ( Tenno Electron ,Corp, Waltham, 

MA. USA) con filtros de 335nm (excitación) y 460 (emisión) y los datos se graficaron 

corno unidades de fluorescencia relativa en Excel. 

Activación de linfocitos T in vitro 

Se resuspendió el anticuerpo secundario (anticuerpos de cabra anti-Ig de ratón) en 

buffer de carbonatos (ver apéndice) a 5µg/rnl. Se colocaron 100µ1 por pozo y se .incubó por 

l h a 37°C. Se recuperó el anticuerpo y los pozos se lavaron con 100µ1 ~é PBs,·estéril 2 

veces. Se resupendió el anticuerpo primario (OKT3) a una concent~!lbiÓn d~sil01llt en 

PBS, se pusieron 100µ1 por pozo y se incubaron las placas lh a 37°C. Sé recuperó el 

. anticuerpo y los pozos se lavaron con 200µ1 de PBS. Se dejaron en 100µ1 de PBS a 4 ºC 

hasta su uso (hasta 2 semanas). 

Ensayo de flujo de Calcio 

Se pesaron 0.0250g de ácido plurónico (P-6867 Molecular Probes, Oregon. USA) y 

se resuspendieron en 5 mi de RPMT 1640, suplementado con 2% SFB, se incubó a 37"C 

hasta disolverse. Se resuspendieron los viales de SOµg de Fura-Red y Fluo-3 (F-3021 y F-
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1242 ' Molecular Probes, Oregon. USA) -en 50µ1 de -Dtvfso estéril y se guardaron a 

teinlieratUra 11mbiente protegidos de la luz. Sé adicionaron los -ftuoróforos al medio con 

plurónico para obtener una concentración final de 6µglml de Fluo-3 y i0~1glml de Fura

Red. Se tomaron 1 x 107 células y se resupendieron en 1 mi de RPMI 2% SFB, se 

mezclaron 1: 1 con la solución de íluoróforos quedando a 5 x 106 células/mi. Se incubaron 

45 mln a 37"C agitando suavemente cada 10 min. Se centrifugaron 5 min a 1000 rpm y 

lavaron 2 veces con 1 mi de RPMI 2% SFB, se resupendieron en 2 mi para incubar en 

obscuridad 45 min a temperatura ambiente con agitaciones cada JO min. Se centrifugaron 5 

mina 1000 rpm y se lavaron 2 veces con 1 mi RPMI sin SFB. Se resuspendieron en 2 mi 

RPMI y se utili~ron3bOµt¡laiil carui estimulación mas 700µ1 de RPMI . Las condiciones 
>.:~: . ·· .. ~·i\{' ·.·~ _ ;:~'.'.}g?.:i}i{~h.ú'i~i'.fo ./ .. l·'f~~;y __ . ~\·\/'· __ · __ :_:;; ·.: :.: . . 

de estimulac_i óri 'Juéron) las)ig~ient~s: 5µglml de anti-hCD2 biotina (TS218) ó anti-hCD3 
--- -- ------ \,; .. _J/,·~i::;;t~\~~·-r,1~-! 'f~:'-}f~·, :.;.~~'.;;:-~'.~;. }-i'._ -•- : 

(OKT3) inas\] O ¡:.ig/ml .e~lreptiiyl~irif ria:ra el caso de CD2, lµM de AP1510 o FKI012 y 
-·-· i - . >' ,, •. --,.,;; : -w:. ?~~ :ef: i~• -_-.1/,;:r: kfq :~~;\\*t~\• _•'et .-'•-
como controi positivoi óno.mici'1a(sµg/ml) ;:Las células estimuladas fueron analizadas en 

-, :_ -~-..,-.: · · --: , __ : . ::,.:, -·_:: .. '.·._'. ·_' .. : --__ - --:- ~: :· .-... ·::··; _:-~)~ · .. : ,·_·~·r·;:·/.:r;t;{:i:':\~ i¡,;:&~:t. · t:~'.iiD:;:. :~:.i:t:i~ :};_~~:: .. i _:·:: .. ·:, .. :· :·· ~ .. ·. 
un citómetro de tluj~:FACssalibur~_utHi~ndo el software CellQuest. El flujo de calcio fue 

calculado ypreseritadb . cJ~o~~rei:~€ii~J'F~í"7FL3 usando el programa FACsAssistant 
.·~ . :/:. :· . 

(Becton and Dickinson),Jos d~tos se anali2:aron y se hicieron las gráficas en Excel. 
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RESULTADOS 

Expresión en líneas estables y transitorias 

Inicialmente se transfectaron las quimeras de CD3e silvestre, CD3 e YFyF, y CD3l; 

transitoriamente utilizando la linea tumoral Jurkat Tag. La expresión se evaluó a las 48 h 

después de la transfección mediante inmunoprecipitación de los lisados totales con 

anticuerpos anti HA (F7) seguido de western blot con otro anticuerpo anti-HA (12CAS), 

Debido a que el nivel de expresión en las lineas transitorias fue muy bajo, se decidió 

obtener lineas estables. Para ello se transfectaron células Jurkat E6-I con los diferentes 

vectores lineales y se mantuvieron en presencia de geneticina ( 1.2 mg/ml). Los niveles de 

expresión en líneas estables fue mayor al obtenido en transfectantes transitorias de la linea 

E6-1 y por esa razón se decidió continuar haciendo los experimentos con ellas (Fig 10). 

Debido a que el anticuerpo anti-HA presentó reactividad cruzada con otras 

moléculas, se decidió utilizar anticuerpos específicos para e y l;. Las inmunoprecipitaciones 

de la q1:1imera de CD3e silvestre con el anticuerpo anti-mCD3e (M20) seguidas de western 

blot C()n el anticuerpo anti-HA 12CAS permitió detectar esta quimera. Sin embargo no fue 
.. ., ,. 

posible d~tectar la expresión de la quimera CD3eYFYF con este mismo anticuerpo (Fig 

1 la:); Cuando se utilizó el anticuerpo para CD3l; (6810.2) éste fue capaz de reconocer a la 

quimera de l; expresada establemente en una línea celular murina (Clona 2 derivada de 

Byl55.18:CD3l;) generada en nuestro laboratorio para estudios previos, pero no a la 

quimera expresada en nuestras nuevas lineas estables. (Fig 1 lb) 
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Figura 10. Expresión de quimeras en líneas estables y transitorias. Se hicieron inmunoprecipitaciones con anti-HA 
(1-7) a partir de lisados totales de células Jurkat E6-I transfectadas estable y transitoriamente con las distintas quimeras. Se hizo un 
western blot anti.HA (Roche). a) Expresen en la linea E6-I control y de la quimera de CD3~ b)Expreson de las quimeras de C0.3E, 
CD3E mutante en la línea E6- I y como control positivo la quimera de C03~ expresada establemente en la clona 2 de línea Byl55.18. 
MP:Marcador de peso molecular ( KDa ); trans: líneas transitorias; est: lineas estables. La flecha en ambas figuras indica la posición de 
las moléculas quirrericas. 
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Figura 11. Detección de quimeras con anticuerpos específicos para las secuencias CD3. a) Se hicieron 

inmunoprecipitacioncs con un anticuerpo anti-CD3E de las líneas Jurkat f.6-1 que expresaban establemente a las quimeras de CD3E silvestre y 
mutante. b) lnmunoprecipitaciones con anti-CD3 ~de la línea estable en E6- I para la quimera de CD3~ , se comparo con la clona estable para 

CD3~ en la línea Byl55.l 8 (Clona 2). MP: Marcador de peso molecular (KDa), las flechas indican la posición de las quimeras. El western Blot 
para ambos casos se hizo con el anticuerpo anti-HA. 



Una vez que se obtuvo la expresión de las quimeras en lineas estables, se hizo 

clonación por dilución en placas de 96 pozos con inóculos de 0.3 células/pozo. Se lograron 

obtener 3 clonas control con el vector vacio, 4 clonas para la quimera de l;, 3 para la 

quimera de E silvestre y 19 clonas para la quimera de E mutante. Se analizó la expresión de 

cada una de ellas y se seleccionó la clona que mas expresara de cada una de ellas. Las 

clonas seleccionadas fueron: Cl (control), Z4 (quimera del;), E2 (quimera de E silvestre) y 

EYF7 (quimera de E mutante) (Fig 12). 
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Figura 12. Expresión de las quimeras en clonas estables de la línea Jurkat E6-l. Las clonas seleccionadas a partir de las 
líneas estables en E6-1 para cada una de las quimeras fueron lisadas e imnunoprecipitadas con un anticuerpo anti-HA (F7), posteñormente se 
hizo un western blot anti-HA (12CA5 Roche). a) Clonas control, CD3~ y CD3E (CI, Z4 y E2 respectivamente). b) Clona CD3l! mutante 
(EYF7). Las flechas indican la posición de las distintas quimeras. 



Fosforilación de las proteínas quiméricas 

Se utilizaron las líneas estables en E6· I en "starving" (24 h en RPMl 0,5% SFB) 

para dismunuir el nivel de fosforilación basal previo a las estimulaciones (ver materiales y 

métodos). Los lisados totales obtenidos de células sin estimular o estimuladas se 

inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-HA (F7) para posteriormente realizar un western 

blot con el anticuerpo anti~fosfotirosfoa (401 O). Como se observa en la figura 13, las lineas 

estables para las quimera~ de t; y E ¿ilvestre se fosforilaron al estimularlas con anti-CD2 y 
. ;:;..'.-~.''_- ,;:.;f:,: l.~~-~-·: ,,~ ';·_. -~·-__ -

AP1510. Lo anterio~'.de'ib~~stra qu~~es posible generar la fosforilación especifica de las 
!-'<-, '.,\''' ·'j•.!;· 

quimeras al €ritre~r~~rl~~ intra y extracelulanúente. Como se esperaba, el control con 
. :··-r--· . _._,... ,· .,, :-, ·- . ·.;,-; ,._ 

· anticuer¡)os a~ti~coi demosiró que el entrecruzamiento del complejo CD3 endógeno no 
·.· ·:.-· .:·-:. . ' ,·, 

incluce fosforilación de nuestra qÜimera. Por ~tra parte la quimera de E mutante, como era 

esPerado no se fosforiló bajo ningún~ riolldición de estimulación (Fig 13). Inesperadamente, 

en las lineas E6 control y CD3E mutante se detectó una banda que mostró reacción cruzada 

y que correspondía a una proteína fosforilada que se inmunoprecipita sólo en las 

estimulaciones de estas líneas con anti-hCD3. Hasta el momento desconocemos la 

identidad de esta proteína, 
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Figura 13. Fosforilación especifica de las quimeras de CD3E y CD~ Estimulaciones con medio solo, h-CD2, h-CD3 y APJ510 
de las líneas estables en E6-I para las diferentes quimeras fueron realizadas. Se hizo la inmunoprecipitación con al antiCtJeipo anti-HA (F7) 
seguido de un blot anti-PY (4GIO). a)Estimulaciones de la quimera de CD3E y control. b) Estimulaciones de la quimera de CD3E mutante y 
CD3~. Las flechas indican la posición en que se encuentran las quimeras. 



Expresión y activación de fosfatasa alcalina 

Un ensayo indirecto que permite analizar la activación de vías de señalización que 

conducen a la inducción de la expresión de genes tempranos, es medir la actividad de 

NFAT sobre un gen reportero que en nuestro caso se trató de fosfatasa alcalina. El ensayo 

que llevarnos a cabo consistió en cuantificar la actividad de fosfatasa alcalina secretada al 

medio por las celulas estimuladas con distintas condiciones. 

Se compararon Jos niveles de actividad de fosfatasa alcalina obtenidos al transfectar 

5 µg del vector reportero en células Jurkat E6-I y Tag. Los valores obtenidos con E6- I 

fueron casi tres veces menores a los obtenidos con Jurkat Tag al estimular las líneas a 

diferentes concentraciones de PMA + ionornicina (Fig 14); se· determinó que la 

concentmción ideal de activación eran 1 O ng/rnl de PMA y 1 µg/ml de ionomicina. Lo 

anterior se explica por la presencia del antígeno T del virus SV40 en las células Jurkat Tag 

que se puede unir a la región SV40 ori, presente en el vector conteniendo al gen reportero. 

Una vez que se determinó Ja lfnea celular que se iba a utilizar, se probaron distintas 

concentraciones de DNA. Se detectó un ligero efecto inhibitorio de la actividad del 

reportero cuando aumentamos la concentración del vector hasta lOµg (Fig 15). Cuando se 

hicieron las co-transfecciones del vector reportero con los vectores que contenlan a las 

quimeras (que también contienen la región SV40 ori), se determinó que la concentración 

ideal para cada uno de los plásmidos sin que la señal disminuyera eran 5 µg de cada vector. 

Se realizaron co-transfecciones del vector reportero con los vectores que contenían a las 

quimeras. Como se observa en la figura 16, se detectó un ligero aumento en la actividad de 

fosfatasa alcalina de la linea que ca-expresaba la quimera de CD31; después de la 

estimulación con FK1012 y anti-CD2. 
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Figura 14. Determinación de la línea celular para el ensayo de fosfatasa alcalina. Se utilizaron las líneasJurkatTagy 
E&-1 para los ensayos de fosfatasa alcalina. Se probaron distintas concentraciones de PMA + ionomicina y un control con medio solo como 
control negativo.J'I IX (50 ng/ml PMA + lµg/ml ionornicina), Pl2X (100 ng/ml PMA + 2 µg/ml ionomicina), Pl5X (250 ng/ml PMA + 5 
µg/ml ionomicina). La actividad de fosfatasa alcalina secretada en el medio se midió en un fluorórnetro y se expresa corno unidades de 
fluorescencia relativa obtenida a 335 nm de excitación y 460 n m de emisión. Se grafican los promedios y desviaciones estándar de 6 
repeticiones para cada una de las condiciones de estimulación. 
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Figura IS. Efecto de la concentración de DNA en la actividad de fosfatasa alcalina. Se transfectaron células 
Jurkat Tag con distintas concentraciones del vector reponero que contenía a la fosfatasa alcalina. A las 48 h se estimularon con 
distintas concentraciones de PMA + inomicina (ver figura 14 ). La concentración ideal corresponde a 50 ng/ml de PMA + 5 µg/ml de 
ionomicina. Se grafican promedios y desviaciones estándar de 4 repeticiones para cada condición. 
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Figura 16. Ensayo de fosfatasa alcalina en líneas transitorias para las distintas quimeras. Se cotransfectaron 
los vectores que contenían a las quimeras junto con el vector reportero {que contenía el gen de fosfatasa alcalina) y se midió la 
actividad de fosfatasa alcalina generada luego de distintas condiciones de estimulación. Las concentraciones IX y IOX de la droga 
corresponden a 1 y 1 OµM; la concentración de PMA + ionomicina es la que resultó ideal para el ensayo (ver figura 15). Se graficaron 
promedios y desviaciones estándar de triplicados para cada condición. 



Para lograr incrementar la seftal de activación se generaron lineas estables de Jurkat 

Tag conteniendo las quimeras de t.;, E silvestre y E mutante, respectivamente. Los resultados 

en las lineas estables Jurkat Tag demostraron que, tanto la quimera de t.; como la de E 

silvestre, inducen una mayor actividad de fosfatasa alcalina al entrecruzarlas ex.tracelular e 

intracelularmente con anti-hCD2 y con la droga AP1510 respectivamente, Sin embargo, no 

se logró inducir un incremento en la secreción de fosfatasa alcalina en ningunas de las 

estimulaciones de las lineas estables para la quimera de E mutante ni en la linea control, 

transfectada con el plásmido vacío. En estas lineas sólo se logró detectar actividad del gen 

reportero con los controles de activación anti-hCD3 y PMA + ionomicina. (Fig 17) 
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Flujos de calcio en líneas y clonas estables 

Otro de los ensayos que se llevan a cabo para analizar la activación de los linfocitos 

T es el flujo de calcio intracitoplasmático. La activación de la fosfolipasa C gamma, 

permite la generación de IP3 y éste induce la apertura de canales en el retlculo 

endoplásmico, Como consecuencia el niveJoe calcio intracitoplásmico se eleva, y así 
;:"' 

mismo se abren canales dependientes de·~atd¡~' (CRAC) en la membrana plasmática 
·./ -;>, ,,.-···;, ;_· .. \>;:._·<- ';·:>, :.:::':':: .,. •', 

.-.• ,-- -- ~-.· .. _\- ::;•: ·::.·;·,.y:,-\~:\,--:.:·-,_:_t -1_'.,'\,"; ···;> ~'.'.-;{' ... - • • • 
. permitiendo un fluJOde calcio·desde·ef medio extracelular hacia el interior de la celula. 

&to i~c~~~.'.~c1' ~1~1~ ~~~d~~~~~iás a fluoróforos sonsiblos a calcio (ve• 

figura t 8), Lós ensayós de liberación dej~a!Cio intracelular se llevaron a cabo mediante la 
-: o- 1 ,_. ;'-- :'.e:-: : .. ;~¡.-- / · •• '°"" .-' .:;.-_ :.--:-'.': ',.,,., -:-,-_. .--:07·: ·;',-'!·-: .;-,_ . : ·. 

c~lula~ ~ireü¡s<~o~ Flu:¿ j},~~ia Red, y estimuladas con dimerizadores 
,'._··< ::: .. ·, 

o con ~nticuerpos anti CD2 ó anti CI)3, Co~ii ~~muesfra en la figura 19 se observo un 
.. .. - . ., -·· ···r· 

-,---1;: i'-''' .,-'.:; 

flujo de calcio después de la estimulació~ don anti:hcÓ2 ~n las lineas estables para las 
--, -- .. -. 

quimeras del; y e silvestre mayores al controÚ~~ri el vector vaclo ). La linea que expresaba 
- ... ,· 

la quimera de e mutante claramente genera unAujo menor al generado en las lineas del; y e 

silvestre (Fig · 20). Posteriormente.e c'Ün~áo ~~aliiamos las clonas de dichas líneas, los 
·'1·.'~};, ·~·' ., 

resultados····obt.enidos. ;demostraron·itjJ~:~~i, entrecrummiento extracel u lar con anti-hCD2 

~'..:::2 i:~·~~~~f~ii~~~~f i~E· d~::I~~. (::~~~m~:::· :·:::"::,:~ 
distin~s entrci·ºs1\~i:Jgi'affqu_~"~¡;~'~t'r~bruzamiento con anti-CD3 (figura 23), las clonas 

cont~I y ~º" ~,;[~~~~~~,;~ufu.te produjoroo flujos al enttecnaaffiO oxtmcelulanneore 

con anti-hCD2 y anti~hCD3.perono con AP15to (comparar flujos inducidos en las figuras 
· ,.~ ·.>·;. -:~:'.~~~- ;·y~:;J_~·-;~:i~~~> -(. __ 

2 (22' y 23). La estiml.llación de la clona de l; con anti-CD2 genera un flujo sostenido 

parecido al del cont~ol pero de mayor intensidad, el flujo generado por la misma 
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estirnulación es menos sostenido en la i; mutante que en la silvestre. y ambos flujos son 

menos sostenidos comparados con los de la quimera de ~ºy el control (Fig 21 ). El 

entrecruzamiento de las clonas estables con anti·hCD3 también fu~ distinto dependiendo de 

la clona que se estimulara; In clona estable de la qttimera de ~y el control presentaron 

flujos sostenidos, por otra parte las clonas de e (silvestre y mutante) tenían flujos elevados 

al principio pero disminuían rápidamente especialmente la clona que expresaba a la 

quime~a de e m~ta~te (Fig 23). Como se observa en las figuras 21 y 23 el entrecruzamiento 

con ant.i-CD2 y ariti~CD3 de la mutante de e presentó características cualitativamente 

distintas al control y a las otras quimeras. En todos los casos se hizo el control positivo de 

liberación de calcio intracelular inducido al adicionar ionomicina (Fig. 24) 

67 



o 200 «XI &00 800 1000 

-"-

~L-11.7....... ~u-11.7"2 ... 
j j 

e o 
o 1000 1ifJ 101 102- 103 10-4 

Fllil03 Fw.Aed 

l~i----------
1 38 7511:!491flE22l!e(!9D317'llOIMS82>1~77Dl'•V7S1553'9 

-fooo) 

Flujo C.ldo E6Zf +OKT3bn 

Figura 18. Descripción del análisis del Oujo de calcio. Las células son tenidas con dos fluoróforos, Fura Red y FLuo3. Estos colorantes modifican 
su fluorescencia en presencia de calcio. La variación en la fluorescencia de estas moléculas nos permite identificar la liberación de calcio al citoplasma de las 
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los archivos a un formato que pueda ser graficado por ExceL a)Células sin estimular; al no haber estímulo no hay liberación de calcio por lo que la 
fluorescencia no presenta ningún cambio. b) Células estimuladas con un anticuerpo anti-CD3 que al entrecruzar el complejo CD3, induce la liberación de 
calcio intracelular y por lo tanto cambios en la fluorescencia de los fluoróforos. 
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Figura 20. Mobilización de calcio intracelular en las líneas estables en E6-1 para las distintas quimeras. Se 
realizaron ensayos de liberación de calcio intracelular de las lineas estables para CD3~ CD31;: y CD3E mutante inducidos luego del 
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Figura 21. Liberación de flujo de calcio intracelular en clonas estables por entrecruzamiento con anti-CD2. Se 

estimularon las clonas para las distintas quimeras con el anticuerpo contra hCD2 biotinilado ( 1) seguido por un entrecruzamiento secundario con 
estreptavidina (2). a)Clona control, b) Clona estable de CD31;, c)Clona estable de CD3E y d)Clona estable de CD3t: mutante. 
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Figura 23. Liberación de calcio intracelular en las clonas estables inducido por anti~D3. Se estimularon las clonas estables para 
las distintas quimera con el anticuerpo anti-hCD3 (1) y se evaluo el efecto en la inducción de la liberación de calcio intracelular. a) Clona control. b) Clona 
estable de CD3l;;. c)Clona estbale de CD3E y d)Clona estable de CD3e mutante. 
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DISCUSIÓN 

En este estudio se describe la seflalización mediada a través de la cadena CD3i; de 

manera independiente de los demás componentes del complejo TCR/CD3 in vi/ro, Se 

generaron protefnas quiméricas con dominios de entrecruzamiento intracelular (sistema de 

CIDs) y extracelular (con anticuerpos contra la región extracelular:hCD2) que permitieron 

la activación especifica de las quimeras y su expresión funcional .de forma independiente 
.-.·; 

del com:~;~;ª~~:::: :~:::r::
0

~istintos anticúerto~ ~"hr·~e:á;t~nninar el ideal para la 
· :_ ·:;-; :~·.>:~-r;~/.~ .. ~~:i~~;~;:;~·g¡~r~-'. ... ~~;rixi:}i0'.:: :~~:t?-~ :'.::;~ ~~~ . .: 

detección de nuestras quimeras. El hecho de que el.iántJcú(b'rpo~iinti~CDJs fuera capaz de 
. . .. ·.j,.~i,: .'.~~]t~l::{iy~·0~ir't~~;¡(",~~fg.¡).'. x · · . · 

reconocer a la quimera silvestre de CD3s pero no a la CD3s mutante sugiere_ que el ITAM 
. : .::; >·fa: ·h~~~;. :;~J; :;2~,0.;~tJ~~:i~i~~··w~~\~f;?J~+·i· . , · .·. . 

podrfa ser parte del epitope .de reconoc1m1entodel a~Uc~erpo,•Por:~tro •. l~do, el anticuerpo 

anti CD3~ reconoció la quimera.~e'8&~:~ eh~i~·1:ini~'Bi1~1iY~~~~}~f '.~J'.:e~\a lfnea estable 

:·.;:::.~ .. ;J~~.::;:. :-~:·>"~>:·:~,~./~<". _: :f~.··<;{·YF., ·.;;~::·:,,~ : .. ~;: > ... ::t::":;/,- _t~r'<-:?N/'·.\,~':::~r ;:.;::·. -
Jurkat E6-l, lo que podrla'.mdicar';qué exlsten.d1ferenciás en·la composición de las 

membranas <Y en 1os "r~ni:A en 1a~ distintas iín~i~; ~~'.bi~~·~~e~1i conformación de 1a 
. ·.· -:_-__ :.:·;_;,;~'-::~,~ ·,:_·~1.;.··.: .· ·' ; " 

proteína quimérica puede diferir dependiendo de l~:cÍin~~ c~l~I~~. Finalmente, se decidió 

trabajar con el anticuerpo dirigido hacia el epd~pe~,¡~t;~celular HA de las quimeras, que 

reconoció las quimeras en todas las lineas celulares, a pesar de que este presenta reactividad 

cruzada hacia ciertas proteínas endógenas de la célula . 

Una vez que se detectó la expresión de las quimeras en 1 {ineas estables, se 

generaron clonas (Fig 12). Se llevó a cabo el entrecruzamiento extracelular, mediante 

anticuerpos específicos para hCD2, e intracelular, · .• mediante la estimulación con 
- - - < 

dimerizadores químicos (APISIO y FKI012) y en ambos casos se obtuvo una fosforilación 

especifica de las quimeras de s y ~ silvestres (Fig 13). Nuestros experimentos no 
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permitieron distinguir si existen diferencias cuantitativas en el patrón de fosforilación 

obtenido después de entrecruzar las quimeras de e y l; respectivamente. Sin embargo, 

existen estudios que han reportado diferencias en los patrones de fosforilación generados al 

entrecruzar las quimeras conteniendo dominios citoplasmáticos de e y l;. con el dominios 

extracitoplásmicos de la molécula CD8 humana [46). 

Los estudios de flujo de calcio realizados en las lineas.que expresaban .las quimeras 

de E y 1; sugieren que, al igual que los resultados O~(~nidos pre~iámen;~ ~n otros esfüdjos 
. '. ' .. '» •':'.:- ,.-··._, 

[48] [66] el flujo inducido por entrecruzamientb extracelul~r de la ~~i;~~·~a~;M rD31; 
· .. · .. - ,>'"/'J -~!.' ·:: -~ .)-~·,_·.· :: .. 

presenta caracterlsticas cualitativa y cuantitativamente distintas 1l" n~jo~:. generado al 

entrecruzar la quimera de CD3e. Nuestros experimentos demostr~;~~ '•Jn·.fl~jCJ más 
''·'.···-' :: '".:.;,.... . . . 

pronunciado en las lineas que expresaban la quimera CD31; respecto a las q~r{expr~~aban la 
:.; ,::--.'~'\:·- :':· . ,; .. ,. ' 

quimera de CD3e. Sin embargo, el entrecruzamiento intracelular de las ~~·¡~~fa~ ird~o Ún. 
;,---

flujo de calcio muy débil, que solo rue observado en los experimellt0s r~tlzadi>~ c6't1 T~s 

clonas estables para ambas quimeras. Cuando se realizaron experimentos :c~n I~ ,clona 

estable para lá q~irrlera de CD3e mutante (que no contiene tirosinas en su IT Nvf), no fue 

posible generar flujos de calcio sostenidos, ni éstos alcanzaron los niveles obtenidos con la 

linea Jurkat control o con las clonas que expresaban las quimeras de CD3e silvestre y CD31; 

respectivamente. Estos resultados confirman que la integridad del.ITAM es imprescindible 

para generar una sefial funcional. De manera interesante,; la .expresión de la quimera 

CD3e indujo una reducción significativa del flujo de ;cal6i~ ~6tehidC> en respuesta al 
, "·'\_' 

cual indica que la ausencia de tirosinas en.los.ITAM~ cici.CD3e puede generar una señal 
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negativa de activación, de manera simllar a lo que se ha descrito en para la cadena CD31;; 

[Sl]. 

Como una medida de la inducción de factores de transcripción involucrados en la 

activación del linfocito T realizamos experimentos de detección de fosfatasa alcalina 

inducida tras la activación de NFAT. Inicialmente nuestros resultados demostraron que no 

fue posible detectar fosfatasa alcalina en las lineas Jurkat Tag transfectadas 

transitoriamente con las quimeras de CD3e y CD31;; , posiblemente debido a la baja 

expresión de las quimeras. Sin embargo en experimentos posteriores, utilizando lineas 

estables Jurkat Tag para ambas se logró alcanzar mayores niveles de fosfatasa alcalina y los 

resultaron indicaron que el entrecruzamiento extmcelular e intracelular de las quimeras de 

CD31;; y CD3e inducen una activación similar de NFAT. Sin embargo, la línea estable para 

la cadena CD3e mutante no indujo la secreción de fosfatasa alcalina en ninguna de las 

condiciones de estimulación utilizadas, confinnando que CD3e es incapaz de inducir 

seilales de activación en ausencia de las tirosinas del IT AM (Fig 17). 

Nuestros resultados apoyan el modelo cualitativo en el que cada uno de los IT AMs 

del complejo CD3 podrfa conectar diferencialmente a las rutas bioqufmicas activadas luego 

del reconocimiento del antfgeno por el TCR. El hecho de que tuviéramos diferencias 

notables en las respuestas analizadas como son flujo de calcio y actividad de genes 

dependientes de NFAT;en las distintas quimeras podrían aportan nuevas evidencias del 

papel individual de cada uno de los componentes del complejo CD3 en la generación de las 

sefiales de activación del linfocito T. 
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La seftal obtenida con el sistema de dimerizadores utilizado resultó menor de lo 

esperado. Una posible explkación serla debido a un bajo nivel .de expresión de las quimera~ 

obtenido en las lineas transitorias y estables. Por otro lado, una limitante en el sistema de 

CIDs empleado en este estudio, es el hecho de que la droga además de reconocer a las 

quimeras podría estar reconociendo a la molécula chaperona FKBP·l2 endógena;"Est!l es· 

una proteína altamente conservada y muy abundante en la mayoria de los tipos celulares, 
:.-_.. :, .~:: \.\;~:~\i:X-' ; ~;~{ 

por lo que probablemente una parte importante del dimerizador pudiera interac9ionar.c?n. la 

FKBP· 12 endógena, dHuyendo el efecto entrec=>do< de l• .• ?~1!! 1~no~f !~i~:n.'tc.:u;m,e;n,~t¡rase·: · ·
1

.

1

. 

También es posible que las chaperonas contenidas en nu~st~~~_:f'tj\i 
·-: ,: ,::.-.-:.··.,_.;:,,,, ... ,,,,:;:1. ::.c-5" 

;_:.;·'i:- ._ .', ·I;?i;:,·:·;i]!f~J);:~tJ;~{~ 
ocupadas por protelnas endógenas y que estas unión eyit~ : el rec_o· -· · 

ligando de entrecruzamiento intracelular de llls . · ~Ui~i~s.;r; .. c:~\Iª . 
• • : . -~ ~: . .. • , :_- ~-.. , -~- -=~-; 0

: • ,:;: ,;_,~:,:: -~~~:~):·-:··;~~a~L{i;t~~f ~~~~~~~!~\'\~~~FE?~~~if) 
nuevos sistemas de d•1men{ c16nmás es:cf:ficosqueev1tan' la : 1nt~~ac:c1 

l .. niol~ul: ~~1~¡t~1~º¡~:~H~~1w~*;i~~~l1Iri1:1:4.¿ Solo .. 

capaz de mt;racc1onarconuna.~~léculaF~~r~,~-~ ~utante: ; . . . ... . . ·• , ..... 

. .. ,;.'-...... Y ..... t." 1.:.1_i .•.. ~ .. ·.é_ •. :.•·;:._ c_'. ... '.1· ·,·.·:_!.·.~·<·:.~~.J.~.~ .. · :.';:d~ ; 6~;· - ~Jm~ ~ ·métO<l~· . a1i~~ati vo. de···· eritrec~~za~iento . para 
. ' . . . . ',; -:':¡, ~ :- - ' . !' -. ·: ~:' _;:e,.: : . . : .. ·: - ... :, . . 

-~~'~'~;~~~!!¡;,¡~~:·::~::::; z:~¡~~t
0

ext~l:l: 
h< mediante ant1cuerpo.s .d1r1g1dos a la reg1on extracelular de nuestras _qmmeras. Como se 

~im~es~ en. e!le t~b~f 'hxisren <ti íerenci" impmran1~ 'e~:,;i~~·'" funcionalos 

obteriidasdepe.ndiendo. del sistema de entrecruzamiento que :s~~utilii~,';coÜ'cretamente, .. los 

nivel( Thf ¡¡~~~Í•los eosayos de flujo de eolcio y ~.'.~Í~i~~~·~·~j~f Vi'( de 

genes. · d~pe11dieñtes , del factor de transcripción ;NFA1t:i obfonidos'• después del 
.--._~(r_-->' ~~ ... ~i~-:· :_;~ ~ri~(~ J~t~!\\_,m:t~?:\~,:~~tt: ·=- · . , _______ :<:· -- ~ ·· ·_:_- · ___ ,:, -·,··- ··, ---.· ,--:'·::-· __ -... . : : ...... · · 

e11tr~cw~111 1~11te> son antt·CD2, fueron superiores a los generados con el entrecruzamiento 

1( i_~¡ih~l~J')\f~~~-~f~~ :~arias posibles explicaciones a esms diferencias. 
, ' ,. '· .. ;- . -·<·::!:·~ ·': -; •, ·;:,•; . 

·.; _- _. . '' . :.t·':~ ,: :(_.,;\-': '.: ; .': . 

.,,,' fü.:-',,, .. · .. 
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Una posibilidad es que el entrecruzamiento de la quimera con anti.CD2 seguido de 

estreptavidina, esté generando agregados moleculares de mayor tamaño a los generados a 

través del dimerizador, induciendo una mayor activación del receptor quimérico. 

Por otro lado, es posible que el entrecruzamiento extracelular con hCD2, esté 

agregando además, otras moléculas que pudieran aumentar la señal generada y el efecto sea 

la suma del entrecruzamiento de nuestras quimeras más el entrecruzamiento de otras 

protelnas que quedan atrapadas al momento de hacer la agregación de receptores. Además, 

sabemos que nuestras lineas celulares expresan CD2 endógeno por lo que el anticuerpo no 

sólo estarla reconociendo a las quimeras, sino también al receptor endógeno del linfocito T. 

Esto podría facilitar el reclutamiento de lek, que interacciona con el dominio intracelular 

del CD2 [67] y, de esta forma, aumentar la señal inducida a través del receptor quimérico. 

Además, debido a la baja expresión de nuestras quimeras en las lineas estables, la 

capacidad entrecruzante del dimerizador se vea disminuida por una menor accesibilidad a 

sus ligandris, Úmitada por sus caracterlsticas intrínsecas como seria su tamaño. Es posible 

qu~ eJ/eni~~cruzamiento extracelular con anticuerpos sea menos sensible al nivel de 

expresiJn ·'Je l~ quimera puesto que por su tamaño pudiera tener menor dificultad de 

rec~n~~imi~nto. 
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CONCLUSIONES 

Este trabajo de tesis ha demostrado que es posible analizar el papel individual de las 

distintas cadenas que componen el complejo CD3, gracia'! a un sistema de activación 

condicional basado en dimerizadores qufmicos. La activación especifica de las cadenas s y 

l; en lineas de linfocitos T tumorales demuestra que ambas son capaces de inducir 

respuestas funcionalescomo son flujo de calcio y activación de la transcripción"de genes 

dependientes de NFAT, aunque es probable que éstas sean cualitativamente distintas. 

También podemos concluir que es necesaria la integridad del IT AM de CD3s para la 

inducción de seftales de activación. 

Todavía falta dilucidar las distintas vfas de seftalización activadas a través de cada 

uno de los receptores quiméricos para asf poder entender a nivel molecular las diferencias 

funcionales observadas. 
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PERSPECTIVAS 

Obtener una mejor expresión de las protelnas quiméricas en las lineas celulares. 

Investigar las vías de activación "rlo abajo" inducidas por el entrecruzamiento 

de la quimera de CD3e y compararlas con las obtenidas con CD3l;;. 

Generar quimeras con dominios de entrecruzamiento más especfficos, mediante 

el uso de un FKBP-12 mutante que es reconocido únicamente por la nueva 

droga entrecruzante AP2087. 

Generar nuevas quimeras mutantes de la cadena CD3E conteniendo una sola 

tirosina mutada a íef!il~,lanina (Yl o Y2), para estudiar el mecanismo por el cual 

el IT AM de CD3E fu~ciona en la amplificación y generación de la selial. 
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APÉNDICE 

Reactivos para proteínas 

Buffer de lisis: 

1 XRCF 

20mM NaiP201 

lmMDTT 

1 % Triton 

300 nM Aprotinina 

4 µM Leupeptina 

300 nM Pepstatina 

RCFSX: 

100 mM Tris pH 8,0 

500 mMNaCI 

5mMEDTA 

100 mMNaF 

lOmMNa3V04 

300 µM Fluoruro de fenilmetanesulfonato (PMSF) 

H20 

SDS-PAGE y electrotransferencia de proteínas 

Buffer de carga: 

20 % SDS 

IM Tris pH 6.8 

40 % Glicerol 

Trazas de azul de bromofenol 

H20 

Buffer de corrida: 

25 mM Tris-Base 

200 mM Glicina 

0.1 % sos 

HiO 
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Gel separador: 

1 O o/o Acritamida/Bisacrilamida 37.5: 1 

374 mM Tris pH 8,8 

0.1 o/o SDS 

0.1 o/o (NH4hS20s (Persulfato de amonio) 

0,01 o/o N,N,N',N-'Tetrametiletilendiamida (TEMED) 

H20 

Gel concentrador: 

3 o/o Acrilamida/Bisacrilamida 37.5:1 

125 mM Tris pH 6.8 

0.1 o/oSDS 

0.1 o/o Persulfato de amonio 

0.001 o/o TEMED 

H20 

Buffer de transferencia: 

25 mM Tris-Base 

200 mM Glicina 

20% Etanol 

H20 

in 



Western Blot y stripping 

Buffer para hlot (TSA): 

50mM Tris pH 7.6 

150mM NaCI 

0.2 % NaN3 

Buffer de stripping: 

O. 1 M Glicina 

0.5 % sos 

HiO 

pH2.5 

Activación celular 

Buffer de carbonatos: 

15 mM Na2C03 

35 mM NaHC03 

HiO 

pH9.5 

PBS IX: 

1.8 mM NaH2P04.H20 

8.3mM Na2HP04.7H20 

150 mMNaCI 

H20 

R4 



Buffer de stop: 

1 mM Na3V04 

20 mM NaF 

PBS 

8:5 
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