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RESUMEN 

 

La población de células T reguladoras mejor caracterizadas son las llamadas 

células T reguladoras naturales c, un subgrupo de células T CD4+, que expresan 

CD25, CD62, CTLA-4, GITR y el factor de transcripción Foxp3. Las nTregs juegan 

un papel crucial en la inducción de tolerancia inmunológica y la prevención de 

autoinmunidad.  Modelos transgénicos para el receptor de celula T (TCR) indican 

que las células T reguladoras antígeno específicas se seleccionan bajo 

interacciones de alta avidez, en presencia de su péptido agonista. CD5 es una 

glicoproteína de superficie de 67 kDa, involucrada en modular las señales 

inducidas por el TCR actuando como regulador negativo durante el desarrollo de 

los timocitos. Se sugiere que CD5 podría rescatar de la selección negativa a 

timocitos que expresan TCRs de alta afinidad, entre los cuales podrían 

encontrarse células comprometidas al linaje regulador. Nosotros decidimos 

investigar el papel de CD5 en la selección y función de las nTregs. Postulamos 

que la deficiencia de CD5 afectara la selección de las células T reguladoras, 

incrementando o disminuyendo su porcentaje y número absoluto. Se analizó la 

expresión de CD5 en las nTregs de timo y periferia, así como la presencia de esta 

subpoblación en ratones silvestres y deficientes de CD5. El origen y la actividad 

supresora de las nTregs se determinaron mediante cultivos de timos fetales y 

ensayos de supresión, respectivamente. Por último se analizó la fosforilación de 

moleculas (ERK1/2, p-Cbl, PI3K-AKT) implicadas en las señales del TCR en 

células nTregs derivadas del timo. Se observó un incremento en la expresión de 

CD5 en nTregs de timo y ganglios linfáticos. Los resultados obtenidos indican  

timo y ganglio de ratones deficientes de CD5 muestran un incremento en el 

porcentaje y números absolutos de las nTregs. Este efecto es acompañado por un 

incremento en la apoptosis de las células T naive de estos ratones y correlaciona 

con un bloqueo en la fosforilación de AKT. Las nTregs generadas en los ratones 

deficientes de CD5 son funcionales y derivan del timo. Concluimos que la 

ausencia de CD5 genera un enriquecimiento de nTregs derivadas de timo, 

acompañado por la apoptosis preferencial de las celulas naive mientras las nTregs 



se mantienen resistentes a la muerte celular. Finalmente, CD5 no es requerido 

para la actividad supresora de las nTregs. 

 

 

ABSTRACT 

 

It has been suggested that high affinity/avidity interactions are required for the 

thymic selection of naturally ocurring regulatory T cells. Here, we investigated the 

role of CD5, a negative regulator of T Cell Receptor signaling, in the selection and 

function of nTregs. Analysis of CD5-/- mice showed a significant increase in the 

percentage and absolute numbers of CD4+CD25+Foxp3+ thymocytes and 

peripheral T lymphocytes, compared to Balb/c mice. Thymi from CD5-/- mice 

showed reduced cellularity due to increased apoptosis, which preferentially 

affected naive T cells. To characterize nTreg selection at the molecular level we 

investigated the phosphorylation of Erk, c-Cbl, PI3K and Akt. CD5-/- nTregs showed 

increased basal levels of p-Erk compared to wild type nTregs. Interestingly, in 

response to CD3 plus CD28 costimulation, CD5-/- naive T cells but not CD5-/- 

nTregs, showed lower levels of p-Akt. Finally, CD5-/- nTregs were thymus-derived 

and fully functional. We conclude that the enrichment of nTregs observed in the 

absence of CD5 signaling is due to de novo generation of nTregs and to selective 

reduction of CD4+CD25- naive thymocytes. Furthermore, we provide new evidence 

supporting a potential role of CD5 in thymocyte survival, through a mechanism that 

may involve the phosphorylation of Akt. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1. Desarrollo de los Linfocitos T  

 

La mayoría de los lineajes de células hematopoyéticas maduran en la médula ósea, sin 

embargo, el desarrollo de las células T ocurre en un órgano linfoide primario llamado  

timo. El timo está anatómicamente divido en corteza, donde la diferenciación toma lugar y 

en médula, donde las células recién generadas terminan de madurar antes de salir a 

poblar los órganos linfoides periféricos (1). (Figura 1). 

 

 
 

Figura 1. Timo.  Órgano bilobulado situado en el mediastino anterior. En el dibujo esquemático y la 

micrografía de microscopía óptica se muestran las regiones especializadas del timo; la corteza y la médula 

tímica. Modificado de Abbas, 2002.   

 

El desarrollo inicia cuando progenitores linfoides provenientes médula ósea o hígado fetal 

entran al timo donde gracias a interacciones con células del estroma y a diversos factores 

solubles, se diferencian a células T maduras, que expresan un receptor antigénico 

funcional conocido como receptor de la célula T (TCR). Entre los lineajes celulares que 

pueden ser generados en el timo se encuentran; células T α/β, células T γ/δ, células T 

reguladoras y células T naturales asesinas (NKT) (2).    

Adenoides  
Amígdalas  

Timo  

Bazo 

Conducto 
Torácico 

Médula  

Corteza  

Corteza  

Médula  

Lóbulo Tímico   
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El desarrollo tímico es un proceso altamente regulado durante el cual varios puntos de 

control funcionan para limitar la producción de células que expresen TCRs no funcionales 

o autorreactivos. Este proceso se caracteriza por la expresión de moléculas específicas 

en la superficie de los timocitos o células T inmaduras, entre las cuales la expresión de los 

correceptores CD4 y CD8 identifican los principales estadios del desarrollo de los 

timocitos: doble negativo (DN, CD4-CD8-), doble positivo (DP, CD4+CD8+) y simple 

positivo (SP, CD4+CD8- o CD4-CD8+). 

 

Los timocitos DN representan el subgrupo más inmaduro de timocitos. La expresión y 

señalización de un receptor inmaduro, llamado pre-TCR, permite la transición al estadio 

doble positivo, durante el cual los timocitos co-expresan CD4 y CD8 y expresan por 

primera vez un TCR maduro. La interacción de este receptor con péptidos endógenos 

expresados por células del estroma tímico, en el contexto del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC), da lugar a tres procesos de selección: selección positiva, 

selección negativa y elección de lineaje CD4/CD8. El resultado de estos procesos es la 

generación de timocitos simples positivos maduros CD4 o CD8, que tras su salida a los 

órganos linfoides secundarios se convertirán en células efectoras colaboradoras o 

citotóxicas, respectivamente.     

 

Cada uno de los eventos de maduración ocurre en regiones definidas del timo y 

comprende interacciones con células residentes que se encuentran en esas regiones 

anatómicas. Los timocitos DN migan de la región cortico-medular a la región subcapsular 

donde progresan hasta el estadio DP, una vez se diferencian al estadio DP se dirigen a la 

corteza tímica donde interaccionan con las células epiteliales corticales. Por último, los 

timocitos seleccionados positivamente en corteza, se mueven hacia la médula tímica, 

donde ocurre la selección negativa mediada principalmente por las células epiteliales 

medulares y por las células dendríticas. Defectos en la arquitectura tímica o en la 

migración de los timocitos conllevan a deficiencias en su desarrollo, indicando que el 

movimiento de los timocitos a través del timo es de vital importancia para los procesos de 

selección.  
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Ontogenia del timo 

 

Durante la embriogénesis murina, el primordio tímico se genera a partir del tercer saco 

faríngeo endodérmico entre los días embrionarios E10.5 y E11.5 y requiere la acción 

coordinada de los factores de transcripción Hoxa3, Pax1, Pax 9, Eya 1 y Six 1, que 

participan en los procesos de posicionamiento, iniciación y diferenciación del primordio 

(3). El primordio tímico recién formado carece de las regiones histológicamente definidas 

como corteza y médula, y se compone principalmente de progenitores tímicos epiteliales 

que entran a través de la región córtico-medular mediante mecanismos quimio-atrayentes 

(4). Entre estos se encuentran células progenitoras del epitelio tímico (TEPC) con fenotipo 

MTS20+MTS24+, que además expresan las citoqueratinas K5 y K8 (5).  

 

La diferenciación de las TEPCs da lugar a la generación de las células epiteliales de 

corteza y médula (6) y requiere de manera particular del factor transcripcional Foxn1 (7). 

Ratones deficientes de Foxn1, denominados ratones desnudos, presentan un bloqueo en 

el desarrollo de las células tímicas epiteliales, que afecta la generación de las células T y 

produce a su vez inmunodeficiencias severas (8-10), indicando que éstas son esenciales 

para el desarrollo de las células T. Por otro lado, el establecimiento de las  regiones 

corticales y medulares del timo requiere de interacciones entre células tímicas epiteliales 

inmaduras y timocitos en desarrollo (11), los timocitos proporcionan señales que 

participan en la diferenciación y organización de las células epiteliales del timo (12,13), 

fenómeno conocido como “crosstalk” (12). 

        

Células epiteliales tímicas  y su papel en desarrol lo  

 

Células tímicas corticales   

Las células tímicas epiteliales corticales (cTECs) se caracterizan por la expresión de la 

molécula de adhesión de célula epitelial 1 (EpCAM1) y por la expresión de Ly51. Una 

característica funcional importante de estas células es su participación en la selección 

positiva de los timocitos mediante la expresión de moléculas MHC I y MHC II (13). Existe 

evidencia que sugiere que las células corticales poseen mecanismos de procesamiento y 

presentación antigénica particularmente distintos a los presentes en células tímicas 
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medulares y células dendríticas (DCs), que podrían influenciar su habilidad para mediar la 

selección positiva (14). 

 

Células tímicas medulares 

La médula tímica provee de un micro-ambiente especializado que facilita la remoción de 

timocitos que expresan TCRs  auto-reactivos, proceso conocido como selección negativa.   

Este micro-ambiente esta compuesto de timocitos medulares, células dendríticas, 

macrófagos y células epiteliales medulares.   

 

Existe un interés particular en las células epiteliales medulares (mTECs) por su capacidad 

de expresar diversos grupos de genes que codifican antígenos tejido-específicos (15). El 

factor clave en este proceso es el factor transcripcional AIRE, que controla la expresión de 

antígenos periféricos en timo, permitiendo el establecimiento de tolerancia hacia 

antígenos periféricos. Su deficiencia causa autoinmunidad órgano-específico en ratones y 

humanos (16-18) y anormalidades en las células epiteliales medulares (19), indicando que 

también podría contribuir a su diferenciación. 

 

Proceso de desarrollo 

 

La población de timocitos DN es dividida  en cuatro estadios sucesivos de diferenciación  

con base en la expresión de CD44 y CD25: DN1 (CD44+CD25-), DN2 (CD44+CD25+)  , 

DN3 (CD44-CD25+) y DN4 (CD44-CD25-) (20, 21). Los progenitores intratímicos más 

tempranos conocidos como progenitores tímicos tempranos (ETP) se encuentran dentro 

del subgrupo DN1. Esta población se define por su habilidad para proliferar ampliamente y 

su capacidad para generar poblaciones celulares de los lineajes α/β, γ/δ, (22), células 

dendríticas y células naturales asesinas (NKs), esta población también conserva cierto 

potencial de diferenciación mieloide y hacia el lineaje  B (23).   

 

La expresión de CD25 en las timocitos DN1 da lugar a la progresión al estadio DN2 que 

se caracteriza por su activa proliferación y porque, al igual que los progenitores DN1, 

conservan potencial hacia los lineajes de células dendríticas y NKs (23).     

 

El compromiso al lineaje T ocurre en el estadio DN3, y está acompañado por la reducción 

en la expresión de CD44. Durante este  estadio  ocurre el rearreglo de los loci TCRβ, 
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TCRγ y TCRδ, mediados por los genes activadores de recombinación (RAG) (24-26). Se 

postula que los dos lineajes de células T α/β, y  γ/δ divergen en este estadio  y aunque los 

detalles precisos del proceso de compromiso no se encuentran del todo claros, está 

generalmente aceptado que señales que derivan del ensamblaje correcto del receptor, 

son requeridas para la supervivencia y diferenciación a lo largo de cada lineaje. Para las 

células γ/δ, es el complejo γ/δ/CD3 y para la células que se diferencian hacia el lineaje α/β, 

es el pre-receptor de la célula T o pre-TCR (27). 

 

Los timocitos DN3 que se diferencian al lineaje α/β, expresan una cadena TCRβ funcional 

que se asocia con una cadena invariante pre-TCRα (pTα) y el complejo CD3 para formar 

el pre-TCR. La señalización mediada por el pre-TCR rescata de la apoptosis, de la 

expansión celular intensa, detiene la recombinación del locus β (exclusión alélica) y media 

la diferenciación al estadio doble positivo, proceso conocido como selección β (28). El rol 

crítico de la formación del pre-TCR en el desarrollo del lineaje α/β está evidenciado por el 

arresto en el desarrollo de los timocitos en el estadio DN3, que se observa en ratones 

deficientes para Rag1, Rag2 o algunos de los componentes del complejo pre-TCR (29). 

 

Durante la transición al estadio doble positivo inducido por el pre-TCR, los timocitos 

disminuyen la expresión de CD25, (estadio DN4) y progresan de forma breve a un estadio 

intermedio CD8+ denominado inmaduro simple positivo (ISP), tras el cual ocurre la 

diferenciación al estadio doble positivo (29). 

 

La mayoría de los timocitos DP  expresan un TCR en superficie  pero permanecen en un 

estado indiferenciado, con una alta expresión de la recombinasa RAG, esto les permite 

diferentes rearreglos de la cadena TCRα que son  probados en busca de un apareo 

exitoso con la cadena TCRβ ya rearreglada (27). Alrededor del 90% de los timocitos DP 

expresan TCRs que interactúan de manera débil con los complejos péptido-MHC 

disponibles, de manera que las señales intracelulares requeridas para mantener su 

viabilidad no son generadas, dando lugar la muerte por negligencia (30, 31).  

 

Los timocitos DP  pueden ser rescatados por interacciones de avidez intermedia entre el 

TCR y complejo péptido-MHC, mediante el proceso de selección positiva. Las células 

seleccionadas positivamente producen señales que resultan en la represión de los genes 
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RAG, supervivencia, migración hacia la médula y diferenciación hacia el estadio SP (32).  

De manera contraria, los timocitos que establecen interacciones de alta avidez con los 

péptidos endógenos son deletados mediante selección negativa, un proceso que 

constituye el principal mecanismo de tolerancia central que asegura la eliminación de la 

mayoría de los timocitos autorreactivos (30, 31).(Figura 2).  

 

 

 

 

Figura 2. Desarrollo de células T en el timo. El proceso de desarrollo inicia con la entrada de progenitores 

al timo por vénulas del endoltelio alto (HEV). Los progenitores se diferencian a lo largo de 3 estadios 

identificados por la expresión de los coreceptores CD4 y CD8. (DN, CD4-CD8-, DP CD4+CD8+ y SP CD4+CD8- 

o CD4-CD8+). En los timocitos DN3 ocurre la señalización  del pre-TCR, que finaliza en la expresión de un 

TCR maduro en la subpoblación DP. En este estadio ocurren los procesos de muerte por negligencia, 

selección positiva, compromiso a lineaje CD4/CD8 y selección negativa, estos procesos dependen de la 

avidez de la interacción del TCR con péptidos acoplados a moléculas MHC, expresados por células  

epiteliales tímicas. Factores solubles derivados del timo también participan en las diferentes etapas del 

desarrollo. Modificado de Ciofani y Zúñiga-Pflücker, 2007.   
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Señales mediadas por el TCR  

       

Los procesos de selección positiva y negativa, así como el compromiso hacia CD4 o CD8, 

requiere de las señales inducidas por la interacción del TCR con los complejos péptido-

MHC.  Una de las grandes preguntas referentes al desarrollo de las células T, es como las 

señales a través de un mismo receptor pueden generar respuestas funcionales tan 

opuestas como muerte y diferenciación (27). Para entender como el mismo TCR es capaz 

de inducir diferentes procesos de selección, es necesario entender las vías de 

señalización inducidas  por su entrecruzamiento (33). (Figura 3). 

 
 

Fig. 3. Señalización del TCR.  La interacción del complejo MHC-péptido-TCR desencadena la activación de 

deferentes vías intracelulares que promueven la transcripción y expresión de genes involucrados en 

sobrevivencia, proliferación diferenciación y apoptosis. Las principales vías son; MAP cinasas, movilización de 

calcio y re-arreglo de citoesqueleto. Modificado de Lin y Weiss, 2001.  

 

El reconocimiento antigénico, da lugar a la activación de la proteína cinasa específica de 

linfocitos Lck que se encuentra asociada  al complejo TCR-CD3 así como a la cola 

citoplásmica de los coreceptores CD4 y CD8 (34-36).  Una vez activada, Lck fosforila  a 

los motivos de activación del inmunoreceptor vía tirosina (ITAMs), presentes en los 

dominios citoplásmicos de las cadenas del complejo CD3 [77; 78; 79]. La fosforilación de  

éstos motivos permite el reclutamiento de la cinasa ZAP-70 (37, 38), que es a su vez 

MHC TCR 

CD4/CD8 

APC 
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fosforilada y activada por Lck.  Una vez activa ZAP-70, fosforila a la proteína adaptadora 

LAT (39), que recluta otras proteínas adaptadoras y efectoras, activando tres importantes 

cascadas de señalización; la vía de las MAP cinasas (MAPK), la movilización de calcio y 

el rearreglo del citoesqueleto (40). El resultado final de estas rutas de señalización es la 

activación de factores de transcripción que dan lugar a la expresión de génica, 

diferenciación y activación celular. 

 

La vía de las MAP cinasas comprende fosforilaciones seriadas en residuos de tirosina, 

serina o treonina o solo en residuos de serina y treonina, mediadas por diversas proteinas 

cinasas. El reclutamiento del factor intercambiador de guanina (GEF) Sos, a través de la 

proteínas Grb2 (unida a LAT), da inicio a la activación de la vía. Una vez en membrana 

Sos activa a Ras (una pequeña GTPasa), que interactúa y activa a Raf-1 (MAPKKKs), la 

primera cinasa de la vía. Raf-1 fosforila y activa a  MEK 1 y 2 ( MAPKKs), éstas a su vez 

activan a las MAP cinasas ERK 1 y 2. Por otro lado, MEK 3,4 y 6 pueden activar a la MAP 

cinasa  p38, mientras MEK 4 y 7 activan a JNK. Una vez activadas, las MAP cinasas ERK, 

JNK y p38, pueden entrar al núcleo y fosforilar los factores de transcripción; Ets, Elk-1, 

NFAT y el complejo AP-1 (Fos-Jun) entre otros (41). 

 

La movilización de calcio, inicia con la activación de la fosfolipasa (PLCγ-1), que es 

recrutada a la membrana mediante su interacción con LAT. Este reclutamiento  facilita su 

activación por Lck, ZAP-70 y otras cinasas como Itk y Rlk (42-44). Una vez activada PLCγ-

1 hidroliza fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PI(4,5)P2) en fosfatidil inositol 1,4,5, tri-fosfato 

(IP3) y diacilglicerol (DAG) (45). IP3 es un segundo mensajero que interactúa con 

receptores (IP3R 1,2 y 3) presentes en la membrana del retículo endoplásmico (ER) 

permitiendo la liberación de calcio de depósitos intracelulares.  

 

El incremento de calcio citoplásmico activa la serina-treonina fosfatasa dependiente de 

calcio, calcineurina, que desfosforila al factor transcripcional NF-AT, permitiendo su 

entrada a núcleo y activando la transcripción de genes específicos (45, 46). Por otro lado, 

el DAG recluta a RasGRP, un GEF de Ras, que a su vez activa Ras y la vía de las MAP 

cinasas (47). 
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Otro de los eventos importantes en la señalización del TCR es el rearreglo del 

citoesqueleto, involucrado en mantener la estabilidad de la interacción  TCR-péptido-MHC 

favoreciendo la  formación de una sinapsis inmunológica madura (48, 49).  

 

Selección positiva  

 

La selección positiva es iniciada por el entrecruzamiento del TCR con complejos péptido-

MHC de baja afinidad que son presentados por las células epiteliales de la corteza tímica.  

Varios componentes estructurales del TCR son requeridos en este proceso; ratones 

deficientes de la cadena TCRα no se desarrollan más allá del estadio DP, el rol de otros 

componentes como; TCRβ, CD3γ, CD3ε y CD3ζ en la selección positiva es más difícil de 

estudiar dado que la deficiencia de estos genes resulta en bloqueos tempranos del 

desarrollo (50-54). De manera interesante la deficiencia de CD3δ no afecta la generación 

de DPs pero bloquea la selección positiva (55).  

 

Un tema de vital importancia en el proceso de selección positiva es la naturaleza del 

ligando. Se sabe que la afinidad del TCR por el ligando de selección positiva es menor 

que para ligandos que inducen selección negativa (56-58). Varios estudios estructurales 

indican que los péptidos propios involucrados en la selección positiva son de baja 

afinidad, poco abundantes y están estructuralmente relacionados con péptidos 

antigénicos. Esto da lugar a la generación de células T maduras, que tienen alta afinidad 

por péptidos extraños, que generalmente están relacionados estructuralmente a los 

péptidos propios involucrados en la selección (27). 

 

Selección negativa 

 

Mientras la supervivencia de los timocitos es el resultado de la selección positiva, la 

selección negativa asegura la eliminación de los timocitos que reconocen antígenos 

propios con alta avidez. 

  

Existen dos vías de señalización implicadas en la inducción de apoptosis durante la 

selección negativa.  La primera vía  incluye receptores de superficie como el receptor del 

factor de necrosis tumoral (TNFR) y la molécula Fas, que contienen dominios de muerte 

asociados a Fas (59). Aunque muchos estudios muestran que las interacciones  Fas-FasL 
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no son necesarias para la selección negativa, es aceptado que juegan un papel 

importante en casos de altas dosis de antígeno (60). 

 

 La segunda vía implica la activación de miembros de la familia de Bcl-2 y la subsiguiente 

activación de caspasa 9 (61). En esta vía el citocromo C que es liberado de mitocondria 

se une al factor  (APAF-1) y activa  a la caspasa 9 (62).  La caspasa 9 inicia una cascada 

de activación y clivaje de otras caspasas, que resulta en  la muerte celular.  

 

Además del entrecruzamiento del TCR, la deleción clonal requiere de factores co-

estimuladores que son proveídos por células estromales (63, 64). La molécula CD28 

proporciona señales co-estimuladoras que son requeridas para la selección negativa (63).  

Ratones deficientes de CD28 son resistentes a la apoptosis inducida por 

entrecruzamiento de CD3. De manera similar, el bloqueo de CD80 y CD86, los ligandos 

de CD28, afecta la selección negativa de células auto-reactivas (65).  

 

Selección positiva versus selección  negativa  

 

Uno de los modelos que explica la diferencia entre las señales mediadas por el TCR que 

inducen diferenciación y muerte celular postula que ocurre una activación diferencial de la 

vía de las MAP cinasas. (Figura 4).   

 
Figura 4. Diferencias en la señalización de la sele cción positiva y negativa. (A) Selección positiva: Una 

interacción de baja avidez, induce una fosforilación parcial de LAT, esta proteína recluta el complejo 

A. Seleción 
Positiva  

B. Seleción 
Negativa  
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Gads/SLP-76/Itk que induce la activación de PLC-γ y resulta en la producción de DAG y Calcio.  El DAG activa 

a RasGRP, que a su vez  estimula una baja y sostenida activación de Erk, mientras el calcio activa NFAT. (B) 

Selección negativa: Un ligando de alta afinidad en presencia de co-estimulación resulta en una activación 

completa de LAT, el reclutamiento de Grb2/Sos1 y una activación fuerte y transitoria de Erk junto con p38 y 

JNK.  Tomado de Starr y Hogquist, 2003.      

 

Este modelo predice que la selección positiva induce una activación baja pero sostenida 

de ERK, mientras la selección negativa ocurre en respuesta a una activación fuerte y de 

corta duración de ERK, acompañado por la activación de JNK y p38 (27). 

 

La identificación de RasGRP, un segundo activador de Ras, permitió la postulación de un 

modelo en el que las interacciones de baja avidez producen la activación de Ras vía 

RasGRP generando una activación baja y sostenida de ERK, que promueve la 

diferenciación. De manera alternativa, interacciones de alta avidez, en presencia de  

señales co-estimuladoras producen una activación de mayor magnitud y corta duración de 

ERK, mediada por Grb2/Sos, y la activación adicional de JNK y p38,  dando lugar a la 

selección negativa. Aún no queda claro, de que forma la selección negativa resulta de la 

activación de de JNK y p38 (27).  

 

Este modelo, de selección podría basarse a su vez, en la fosforilación diferencial de la 

proteína adaptadora LAT, dado que los residuos fosforilados de tirosina requeridos para el 

reclutamiento de Grb2 son diferentes a los necesarios para la activación de PLCγ-1 (66).  

De manera alternativa, las señales co-estimuladoras podrían amplificar la activación de 

JNK y p38 dependientes de Grb2 (27).  

 

Elección CD4 versus CD8 

 

Las células T maduras α/β comprenden dos lineajes, típicamente definidos por la 

expresión exclusiva de CD4 o CD8. Las células T que expresan la glicoproteína de 

membrana CD4 están restringidas para reconocer antígenos unidos a moléculas MHC 

clase II, mientras las células que expresan CD8, una proteína dimérica de membrana,  

reconocen antígenos unidos a moléculas MHC clase I. La expresión de uno u otro 

coreceptor corresponde a la restricción de MHC y define dos poblaciones funcionales de 

linfocitos T: las células T CD4+ que generalmente funcionan como células colaboradoras y 
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las células CD8+ que funcionan como células citotóxicas, aunque en algunos casos 

pueden realizar actividades funcionales ambiguas (67). 

 

Los eventos implicados en la diferenciación hacia uno u otro lineaje han sido ampliamente 

estudiados, aunque continuan siendo controversiales. A continuación se exponen los 

modelos propuestos para explicar el compromiso hacia CD4 ó CD8. 

 

Modelo estocástico/selectivo 

Este modelo propone que los timocitos reducen de manera aleatoria la expresión de uno 

de los dos correcceptores CD4/CD8 antes o durante el proceso de selección positiva. 

Solo aquellos timocitos que mantengan la expresión el coreceptor que correlacione con la 

especificidad del TCR reciben señales de supervivencia y completa su proceso de 

desarrollo. Caso contrario, los timocitos que mantiene el coreceptor equivocado mueren 

por apoptosis. 

 

Modelo Instructivo 

Ese modelo propone que las señales inducidas por el TCR y el coreceptor dirigen el 

compromiso. El entrecruzamiento del TCR con un complejo péptido-MHC clase I, instruye 

al timocito para que disminuya la expresión de CD4, mientras la interacción con un 

complejo péptido-MHC clase II inducirá la disminución de CD8. La ausencia de células T 

restringidas a MHC clase I o II que se observa en ratones deficientes de CD8 o CD4 

respectivamente (68, 69), indica la importancia de los coreceptores en la elección de 

lineaje y da apoyo a este modelo. 

 

Intensidad de la señal 

Este modelo representa una nueva interpretación del modelo instructivo y propone que 

señales de alta intensidad inducen la diferenciación hacia el lineaje CD4 mientras, señales 

débiles inducen la diferenciación hacia el lineaje CD8. La estimulación in vitro  de 

timocitos DP con anticuerpos anti-CD3 + anti-CD4, produce una fosforilación prolongada 

de CD3ζ, CD3ε, ZAP-70, la activación de la vía de las MAP cinasas e induce compromiso 

al lineaje CD4. En contraste, la diferenciación hacia CD8 solo requiere del 

entrecruzamiento de CD3 que induce la fosforilación de CD3ζ y una fosforilación menor 

de ZAP-70 (70, 71). 
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Otro de los modelos propuestos, define como característica clave para la elección de 

lineaje, la duración de la señal, más que la intensidad de la misma. Mediante un sistema 

experimental que  incluye un cultivo de timo fetal de dos pasos, Germain y colaboradores, 

proponen que el compromiso es determinado por la duración de una señal inicial vía TCR 

que puede ser influenciado por los coreceptores. La diferenciación hacia CD4 requiere 

una estimulación inicial de mayor duración mientras el compromiso hacia CD8 ocurre tras 

una corta estimulación (72-74).  

 

Estudios adicionales se han encaminado a estudiar los mecanismos transcripcionales  

involucrados en la expresión de CD4 y CD8 y la participación de otras moléculas en la 

decisión de lineaje. 

 

Quimiocinas durante el desarrollo de las células T 

 

El desarrollo de las células T es un proceso dinámico que inicia con el reclutamiento de 

progenitores tímicos de la circulación y culmina con la exportación de células T maduras 

de nuevo a la circulación. Los precursores tímicos entran al timo por las venulas post-

capilares cerca de la región cortico-medular (75), una vez en el timo, sufren una serie de 

migraciones que están íntimamente relacionadas con su programa de desarrollo.   

 

El proceso de migración está controlado por la expresión de quimiocinas y sus receptores 

(76). Los timocitos expresan de manera diferencial receptores para quimiocinas durante 

los diferentes estadios de maduración, y sus ligandos son producidos por elementos 

estromales particulares del timo, definiendo microambientes específicos (77-79). Además 

de la quimiocinas, otras moléculas de adhesión como las selectinas  y las integrinas 

actúan en concierto para regular el tráfico de los timocitos a través del timo (80, 81). 

 

Las quimiocinas son citocinas quimioatrayentes,  de bajo peso molecular (8-10kDa), que 

transducen señales a traves de su union con receptores de 7 pasos  transmembranales 

acoplados a proteinas G heterotrimericas. Las quimiocinas participan en controlar la 

migración selectiva de leucocitos a sitios de inflamación y están implicadas en procesos 

de diferenciación celular, desarrollo, homeostasis, angiogénesis  y activación de integrinas 

durante el proceso de extravasación y degranulación (82-88).   
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Los precursores que entran al timo, expresan CCR9, cuyo ligando CCL25 es expresado 

por células tímicas epiteliales (89). Los timocitos DN migran hacia la región subcapsular 

bajo la influencia de varias quimiocinas. En particular, CXCL12, CCL19 y CCL21 son 

esenciales para este proceso. Timocitos deficientes del receptor de CXCL12 (CXCR4), 

son incapaces  de migrar hacia la corteza desde la región cortico-medular, lo que resulta 

en el un bloqueo en el estadio DN1 (90).   

 

Tras la selección β, los timocitos migran a la corteza donde se diferencian a DP tras su  

interacción con complejos péptido-MHC expresados por células epiteliales de corteza 

cerca de la región cortico-medular. Las señales del TCR asociadas con la selección 

positiva inducen cambios en la expresión de integrinas y receptores de quimiocinas.  

  

Los timocitos que se seleccionan positivamente aumentan la expresión de CCR7 (91)  y 

CCR9 (79, 92) y migran hacia la médula. Los ligandos de CCR7, CCL19 y CCL21 son 

expresados principalmente por células medulares del epitelio tímico (91). La mutación de 

CCR7 y sus ligandos da lugar a la acumulación de timocitos CD4+CD8- y CD4-CD8+ en la 

corteza (91). 

 

Entre las señales que regulan el movimiento de los timocitos maduros SP de nuevo a la 

circulación, se encuentra el receptor de esfingosina 1 fosfato tipo 1 (S1P1), que se 

considera clave para la salida de las células T maduras del timo y la salida de linfocitos de 

los ganglios linfáticos (93). Otra molécula implicada en la salida del timo es el receptor de 

lectina tipo-C CD69, cuya expresión se reduce en timocitos maduros antes de su salida 

del timo, su sobre-expresión da lugar a la retención de timocitos maduros en la médula 

(94). 

 

Papel de Notch en el desarrollo de las células T   

 

Notch es una familia de receptores transmembranales tipo I, altamente conservados e 

involucrados en la regulación de decisiones celulares durante el desarrollo de diferentes 

especies (95). Participa en varios procesos a lo largo del desarrollo de los linfocitos, que 

incluyen la especificación hacía el  lineaje T, el mantenimiento de progenitores tempranos, 

supervivencia de timocitos DN3 y posiblemente diferenciación al lineaje γ/δ (29).   
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Se han identificado cuatro receptores Notch (Notch 1-4), que pueden unirse a cinco 

ligandos conocidos como delta-“like” 1  (DL-1), DL-3, DL- 4, Jagged 1 y Jagged 2. La vía 

canónica de señalización es iniciada por la unión receptor-ligando que induce dos 

proteólisis sucesivas de Notch. La primera es mediada por la proteasa ADAM que 

remueve la mayor parte del dominio extracelular del receptor, la segunda proteólisis  es 

mediada por una γ-secretasa dependiente de presenilina que cliva la región 

transmembranal, liberando así el dominio intracelular del receptor (Notch-IC). Una vez 

libre Notch-IC, se transloca al núcleo, donde regula de manera directa la expresión de 

genes blanco vía interacción  con el factor de transcripción CSL. Entre los genes blancos 

de Notch que se han identificado se encuentran; Hes1, Hes5, Herí, Deltex y Nrarp (29). 

 

La función mejor establecida para Notch en el sistema hematopoyético es su papel en la 

especificación del lineaje de células T. Aunque los timocitos expresan Notch 1, 2, y 3, la 

especificación al lineaje T es mediada  exclusivamente por Notch 1. Su deleción resulta 

en un bloqueo completo del desarrollo de las células T e induce la diferenciación de 

células B inmaduras en el timo (96, 97). De manera contraria, la expresión de una forma 

constitutiva activa de Notch-IC en células progenitoras, da lugar a la generación de 

células T inmaduras en la médula ósea, y bloquea la generación de células B (98). En 

conjunto, estas evidencias indican  que las señales dependientes de Notch sirven no sólo 

para inducir el lineaje T sino también parar limitar el desarrollo de células B en el timo. 

 

Las señales de Notch también participan en la generación y/o mantenimiento de los 

progenitores intratímicos mas tempranos (ETP) y en su diferenciación hacia el estadio 

DN3 (99-101). La alta expresión y actividad de Notch 1 y 3, en el estadio DN3 

correlaciona con su participación en mantener la supervivencia de esta subpoblación y su 

posible rol en la divergencia hacia los lineajes α/β y γ/δ, evento que se completa en el 

estadio DN3. Aunque la diferenciación al lineaje γ/δ es relativamente independiente de las 

señales de Notch, se postula que éstas señales pueden aumentar la diferenciación, 

favoreciendo la proliferación y/o supervivencia de las células γ/δ ya seleccionadas o de 

sus precursores intermedios (102-104).           
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Lineaje αααα/ββββ versus γγγγ/δδδδ     

 

Establecer el momento en que ocurre la diversificación hacia los lineajes α/β o γ/δ no ha 

resultado fácil debido a la falta de un marcador definitivo que distinga células de cada 

lineaje previo a la expresión del TCR. Estudios realizados en cultivos de células OP9 que 

expresan Delta-1 (OP9-DL1) indican que la divergencia inicia en el estadio DN2 y se 

completa en el DN3 (103).    

 

La generación de células γ/δ ocurre tras la expresión y apareo  de las cadenas TCRγ y 

TCRδ, y permite la diferenciación de los timocitos DN3 a lo largo del lineaje γ/δ (105, 106).  

A diferencia del desarrollo α/β, en la diferenciación de las células T γ/δ no existe evidencia 

de un punto critico de control mediado por una forma inmadura del receptor; la selección 

de estas células ocurre como un evento enteramente dependiente del TCR (107).   

 

El TCR γ/δ puede mediar diferenciación hacia el estadio DP de manera similar a la 

selección β, mediante un fenómeno asociado  a la reducción de la expresión del receptor 

o de la intensidad de la señal (108). Se postula que señales relativamente débiles se 

asocian con el pre-TCR (109, 110), mientras que el TCRγ/δ transduce señales 

cuantitativamente mayores, quizá vía interacción con su ligando (108, 111). 

 

Desarrollo de otros lineajes celulares 

     

Los modelos de señalización diferencial de la selección tímica aplican para la mayoría  de 

las células T α/β, sin embargo existen tres poblaciones cuyo desarrollo no sigue dichas 

reglas. Estas son; células NKT, linfocitos T intraepiteliales CD8α/α y células T 

reguladoras. Para estas células, las interacciones de alta avidez con antígenos propios no 

resulta en deleción clonal, sino que son requeridas para su diferenciación (27).   

 

2. Células T Reguladoras  

 

Las más estudiadas son las células reguladoras llamadas “naturally ocurring” ó células 

reguladoras naturales CD4+CD25+ (nTregs), que representan una pequeña población (5-

10%) de las células CD4+ presentes en periferia y se caracterizan por la expresión 
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constitutiva de altos niveles de CD25 (IL-2αR) y por la expresión de marcadores de 

activación como CTLA-4, GITR, CD62L, OX40 y CD103 (112, 113). Además de estas 

moléculas de superficie, las nTregs expresan de manera específica Foxp3, un factor de 

transcripción que ha demostrado ser clave para su desarrollo y función (114). La 

deficiencia de este gen en ratón y humano, da lugar a la ausencia de células T 

reguladoras y autoinmunidad sistémica (115-119).   

 

Otra característica que las distingue de otras células T, es su fenotipo parcialmente 

anérgico, es decir que proliferan pobremente en respuesta a estimulación vía TCR y su 

crecimiento depende de la adición de interleucina  2 (IL-2) exógena (120).  

 

Las células reguladoras naturales fueron inicialmente estudiadas por su participación en 

mantener la tolerancia hacia lo propio (121), prevenir enfermedades autoinmunes (122) y 

suprimir la respuesta a alo-injertos y tumores (123),  las nTregs también participan en el 

re-establecimiento de las condiciones homeostáticas, una vez ha concluido una respuesta 

inmune efectora, previniendo así el desarrollo de respuestas inmunopatológicas dañinas 

(124). Evidencia reciente muestra que las células reguladoras naturales  juegan un papel 

en modular la respuesta adaptativa inmune hacia virus bacterias y parásitos afectando de 

manera favorable o en algunos casos desfavorable para el huésped el resultado de la 

infección (125, 126). 

 

Desarrollo de las células T reguladoras 

 

Así como otras células T, las nTregs se desarrollan en el timo, a través de procesos de 

selección positiva y negativa. Inicialmente se pensaba que las nTregs representaban una 

población transitoria de células maduras recirculantes que adquirían capacidad supresora 

tras el reconocimiento antigénico en periferia. Sin embargo la detección de células 

CD4+CD25+ en el timo de ratones neonatos previo a la generación de células activadas en 

periferia, demostró que las nTregs se generan en el timo (127) y pertenecen a un lineaje 

celular específico. 

 

Las señales moleculares involucradas en el desarrollo de las células reguladoras 

naturales se encuentran en controversia. Se ha propuesto que interacciones de alta 

avidez son requeridas para su selección, basado en modelos transgénicos en los cuales 



 18 

la generación de células reguladoras específicas de antígeno, se ve favorecida por la 

expresión del antígeno en células tímicas estromales (128, 129). Se propone que la 

avidez necesaria para su selección se sitúa justo antes de la requerida para inducir 

selección negativa. (Figura 5).  

   
 

Figura 5. La avidez en la  selección de nTregs. Las células reguladoras naturales derivan de interacciones 

de alta avidez con péptidos propios presentadas en el contexto del MHC.La avidez requerida para su 

selección se encuentra muy cercana a la que induce selección negativa. Tomado de Maloy y Powrie, 2001.  

 

Datos recientes muestran que la reducción de las señales inducidas por el TCR induce 

una disminución de las células T reguladoras, mientras el aumento de la intensidad de la 

señal del TCR favorece su generación. Ratones con defectos en la señalización a través 

de LAT/PLC-γ1 (130) o en la vía Raf/Mek/Erk (131), exhiben una reducción o ausencia de 

las células T reguladoras respectivamente. Por otro lado, ratones deficientes de 

reguladores negativos del TCR como SHP-1 (132) o con actividad reducida de GITR 

(133), otro regulador negativo, muestran un enriquecimiento de células T reguladoras.   

 

Estudios recientes indican que existen señales adicionales a las inducidas por el TCR, 

que están implicadas en la generación de las células T reguladoras(134). Los autores 

plantean un modelo en el cual la diferenciación hacia el lineaje de las células T 

reguladoras ocurre mediante un proceso de 2 pasos; hay un paso inicial dependiente de 

las señales del TCR, en el que señales de alta avidez dan lugar a la generación de células 

precursoras con CD4+CD25hiFoxp3- , esta etapa es sucedida por una fase independiente 

del TCR, en el cual las células precursoras expresan Foxp3 en respuesta a las citocinas 

IL-2 e IL-15, las cuales señalizan a través de la cadena gama común (γc) y activan la vía 

Jak/Stat. Aunque la habilidad de expresar Foxp3 correlaciona con la fosforilación de Stat5, 

ésta no es suficiente para la inducción de Foxp3, sugiriendo la  participación de señales 

adicionales. 

Probabilidad de 
Selección 

Avidez  

Negligencia  Selección Negativa  

Selección Positiva  

Selección de nTregs  
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Por último, la importancia de la avidez en la generación de las células T reguladoras 

naturales, es rebatido por los resultados obtenidos por Van Santen et al. (135). Donde se 

propone que el enriquecimiento de las células T reguladoras observado bajo condiciones 

de alta avidez se debe a un cambio en la relación de las células T reguladoras y las no la 

reguladoras (células vírgen), como resultado de la muerte preferencial de las células 

vírgenes, mientras que las reguladoras muestran una mayor resistencia a la deleción 

clonal inducida por antígeno. 

 

Moléculas implicadas en su desarrollo 

 

Existen varias moléculas clave cuya deficiencia o alteración funcional afectan la 

generación o función de las células reguladoras naturales y causan enfermedades 

autoinmunes.   

 

El papel de interleucina 2 (IL-2) en la generación y/o mantenimiento de las nTregs es 

controversial. Algunos autores sugieren que la IL-2 es específicamente requerida para la 

generación y el mantenimiento de las nTregs, dado que la depleción de IL-2 mediante 

anticuerpos neutralizantes resulta en enfermedades autoinmunes que se asocian con 

números reducidos de células Foxp3+ en periferia (136). 

 

Por otro parte, y mediante el uso de ratones Foxp3-EGFP “knockin”, se demostró que las 

señales de IL-2 no son críticas para la generación de células nTregs, ya que cantidades 

importantes de estas células son generadas en ratones deficientes de IL-2 y CD25. Sin 

embargo la deficiencia de IL-2Rγc (componente del receptor para IL-2), conlleva a la 

ausencia  de nTregs indicando que otras citocinas que comparten este receptor, además 

de IL-2, estarían involucradas en el desarrollo de las células T reguladoras. Se ha 

demostrado que  IL-7, IL-15 (137)  y TSLP (138) también participan en la generación y/o 

mantenimiento de las células T reguladoras. 

   

Otras de las  moléculas críticas para el desarrollo de las nTregs son CD28 y CD40. Se 

postula que CD28 es requerida para la supervivencia de ésta población celular,  ya que  la 

deficiencia de esta molécula causa una reducción en el número de las células T 

reguladoras (139), al igual que la deficiencia de sus ligandos CD80 y CD86 (140).   
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Por otro lado, el número de células CD4+ CD25+ se ve reducido en ratones deficientes de 

CD40 y en menor grado en ratones deficientes de CD40L (141, 142). Sin embargo,  en 

ratones deficientes de CD40 no se desarrolla autoinmunidad porque su deficiencia afecta 

la activación de las células T autorreactivas.      

 

Localización tímica 

 

Estudios sobre la generación de las células T reguladoras, sugieren que la médula tímica, 

lugar donde ocurre la selección negativa de timocitos autorreactivos, provee de un 

microambiente especializado para la diferenciación de las células T Foxp3+. Varios 

hallazgos respaldan esta noción: 

 

1. La producción de timocitos Foxp3 aumenta durante el periodo neonatal, mismo en el 

que ocurre la maduración de la médula, por otro lado mutaciones en los componentes de 

señalización de la vía NFκB que afectan la arquitectura de la médula, afectan también la 

generación de las células T reguladoras (143, 144).   

2. Análisis histológicos del timo de ratones Foxp3-GFP muestran acumulación  

preferencial de células Foxp3+  en la médula tímica (145) 

3.  La presencia de un grupo de células epiteliales llamados corpúsculos de Hassall, que 

expresan entre otras citocinas, linfopoyetina tímica estromal (TSLP) e interactúan con 

células dendríticas mieloides presentes también en la médula.  Se postula que  la TSLP 

activa a las células dendríticas, induciendo un aumento en  la expresión de CD80 y CD86 

sin estimular la producción de citocinas pro-inflamatorias, una vez “instruidas” por la 

TSLP, las células dendríticas pueden inducir la expresión de Foxp3 en timocitos CD4+   

(146). 

 

Sin embargo, se ha demostrado recientemente que las células epiteliales corticales 

pueden permitir la diferenciación de células T reguladoras (147). Este estudio indica que 

la presentación vía MHC clase II por las células dendríticas medulares del timo es 

dispensable para la diferenciación de Tregs. De manera adicional, identifica una población 

de células DPs Foxp3+ en corteza que no solo representan una cuarta parte de todos los 

timocitos Foxp3+ sino que además pueden diferenciarse a simples positivos maduros 

Foxp3+. Dado que la expresión de CD69, CCR7 y Foxp3 incrementa en los timocitos DPs, 
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se sugiere que las señales del TCR que dan lugar a la expresión de Foxp3, coinciden o 

son subsecuentes a la selección positiva y que una vez inducidas en corteza las células 

Foxp3+ migran hacia la médula explicando su predominante localización de estas células 

en médula, descrita anteriormente.  (Figura 6) 

 
Figura 6. Diferenciación de células Foxp3 + en médula y corteza tímica. Inmunotinción de secciones 

tímicas de ratones Foxp3gfp+ donde se observa la presencia de timocitos Foxp3+ en (A) médula (rojo) y (B) 

corteza tímica (azul). Tomadas de Fontenot y Rudensky, 2005 y Liston y Rudensky, 2008 respectivamente.    

 

Los autores proponen que la inducción de Foxp3 no se limita a una localización anatómica 

sino que al contrario varios tipos de APCs que incluyen cTECs, mTECS y DCs pueden 

soportar la diferenciación de células T reguladoras. Es posible que interacciones en la 

corteza sean requeridas más no suficientes para inducir Foxp3 y que el microambiente de 

médula sea requerido para completar el proceso de diferenciación, proporcionando 

señales secundarias.   

 

Mecanismos de supresión  

 

Se han sugerido varios mecanismos a través de los cuales las células T reguladoras 

pueden suprimir la proliferación de otras células. Estudios “in vivo” apuntan a la 

producción de citocinas como TGF-β e interleucina 10 (IL-10) así como la  supresión 

dependiente del contacto célula-célula mediada por el receptor inhibitorio CTLA-4 (148).  

De manera contraria, estudios “in vitro” demuestran que la supresión  es independiente de 

citocinas y CTLA-4 pero requiere de contacto célula-célula (149).    

 

La supresión requiere que las células T reguladoras sean activadas a través de su TCR 

con un antígeno específico o un estimulo policlonal, una vez activadas pueden ejercer su 

A. Médula  / Foxp3  B. Corteza / Foxp3  
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actividad supresora sobre células presentadoras de antígenos,  células T vírgen/efectoras 

o ambos tipos celulares.   

 

Las células reguladoras pueden disminuir la expresión de CD80 y CD86 en la APC y 

reducir así, su capacidad estimuladora (148). Por otro lado, pueden ejercer su función 

supresora  a tiempos temprano de activación, como en el  “priming” de la célula virgen.  

Se sabe, que durante la formación de la sinapsis inmune pueden inhibir el reclutamiento 

de PKCθ en la célula efectora, lo que da lugar a una sinapsis inmune inmadura, donde no 

se activa NFκB y se bloquea la secreción de IL-2 (150). Otro mecanismo de supresión 

indica que las células T reguladoras tienen capacidad citolítica y pueden  eliminar  células 

T efectoras y APC mediante la expresión de Granzima A y perforina (151). 

     

Recientemente se han descrito nuevos mecanismos de supresión que incluyen; la 

deprivación de citocinas (152) y la regulación de la migración de las células efectoras  al 

sitio de la infección (125).  

 

Inducción de células T reguladoras en periferia 

 

Aunque las células T reguladoras naturales Foxp3+ son únicas entre otros subgrupos de 

células CD4+ y su compromiso a lineaje inicia en el timo, se ha demostrado que bajo 

ciertas condiciones células CD4+CD25- de periferia y células “naive” estimuladas in vitro 

pueden adquirir funciones supresoras.  

 

Estas células descritas en modelos in vivo se denominan células T reguladoras adquiridas   

y se clasifican en Tr1 y TH3 (137). Las Tr1, se encuentran  predominantemente en la 

mucosa intestinal, aunque carecen de la expresión de Foxp3, suprimen las reacciones 

inmunes hacia una amplia variedad de antígenos (153) mediante secreción de IL-10 y 

TFG-β (154). El grupo Th3 comprende células T con capacidad supresora cuya inducción 

ocurre tras la ingestión de antígeno vía oral (155, 156), esta población expresan altos 

niveles de Foxp3 (157) y secretan grandes cantidades de TGF-β (155).   

 

Estudios realizados in vitro muestran que la estimulación de células CD4+CD25- con 

anticuerpos solubles anti-CD3 y anti-CD28, en presencia de concentraciones crecientes 

de TGF-β, da lugar a la inducción de Foxp3 de manera dosis dependiente de TGF-β 
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(158). La estimulación subóptima a través del TCR y CD28 induce la formación del 

complejo Foxp3-NFAT requerido para la generación y función de las células T 

reguladoras, e impide la interacción de NFAT con AP-1 (159). 

 

3. CD5 

 

Además del TCR otros receptores de superficie también participan en la selección de los 

timocitos,  influyendo de manera positiva o negativa la respuesta del TCR. En particular, 

CD5, ha mostrado capacidad de regular de manera negativa la señal del TCR durante el 

desarrollo de los timocitos (160, 161), mientras transduce señales co-estimulatorias a las 

células T maduras  (162). 

 

Estructura 

 

CD5 es una glicoproteína de superficie tipo I de 67kDa, que comprende una región 

extracelular de 350 aminoácidos, compuesto de 3 dominios tipo scavenger (D1,D2 y D3), 

una región tansmembranal de 27 aminoácidos y una cola citoplásmica de 94 aminoácidos.  

Puede encontrarse como una proteína circulante en suero humano, producto del corte 

proteolítico a nivel de membrana tras la activación de los linfocitos (163). (Figura 7).  

 

 

    

 Figura 7. Estructura de CD5 humano. (A) Esquema de la organización de la molécula, se encuentran 

indicados los 3 dominios SRCR (DI-DIII), y las regiones; ITAM e ITIM presentes en el dominio citoplásmico. 
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Extracelular  
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A B 
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(B) Representación (tipo listón) del dominio extracelular III (DIII) de CD5, las α-hélices están en morado y 

numeradas de α1-α3, las láminas β se muestran en azul y van de β1-β7, por último, los puentes di-sulfuro se 

observan en color amarillo. Tomado de Rodamilans y Motoya, 2007. 

 

 Es miembro de la superfamilia de receptores scavenger ricos en cisteína (SRCR-SF). La 

superfamilia incluye un grupo diverso de cerca de 30 proteínas de membrana o bien 

secretadas, presentes en diversas especies desde invertebrados hasta mamíferos 

superiores. Sus miembros se caracterizan  por  la presencia de uno o varios dominios 

ricos en cisteína llamados dominio tipo scavenger (SRCR), identificados inicialmente en el 

receptor scavenger tipo I de macrófagos. Cada SRCR está compuesto  por 110 

aminoácidos y contiene 6 u 8 cisteínas que forman puentes disulfuro entre ellas. El 

número de cisteínas permite la clasificación de la familia en dos grupos; el grupo A 

contiene dominios con 6 cisteínas, mientras el grupo B se compone de 8 cisteínas. 

(Revisado en (163) 

 

CD5 es un miembro  poco usual del grupo B, sus dominios D1 y D3 poseen 8 cisteínas, 

pero su dominio D2 posee solo 6 cisteínas, características del grupo A (163). Los 

dominios D1 y D2 se encuentran separados por una región espaciadora rica en 

prolina/treonina, y se ha demostrado que estos dominios participan en la unión de CD5 a 

un ligando recientemente descrito (164). 

 

Por último, el dominio citoplásmico de CD5 carece de actividad catalítica intrínseca pero 

está bien adaptado para la transducción de señales contiene sitios potenciales de 

fosforilación de tirosina, que incluye 2 motivos similares de activación del inmunoreceptor 

vía tirosina, y un motivo similar de inhibición  del inmunoreceptor vía tirosina (ITIM) y 

múltiples sitios potenciales de fosforilación en residuos de serina y treonina  (165). 

 

Regulación Transcripcional    

 

El gen de CD5 murino se localiza en el cromosoma 19, mientras que en humano se 

localiza en el cromosoma 11q12.2, abarca aproximadamente 24.5 Kb y comprende 11 

exones. La organización de los exones/intrones correlaciona con los dominios 

estructurales de la proteína CD5.  Los exones 1 y 2 codifican para el péptido señal  y los 

primeros aminoácidos de la proteína madura respectivamente. Los exones 3,5 y 6 

codifican  cada uno de los dominios SRCR extracelulares, mientras la región rica en 
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prolina/treonina que separa los dominos  D1 y D2 es codificada por el exón 4. El exón 7 

codifica la región transmembranal y los exones 8-10 la región citoplásmica. El codón de 

paro (stop) esta contenido en el exón 10, por último el exón 11 posee 2 señales de 

poliadenilación que dan lugar  a 2 especies de RNA mensajero de 2.7 y 3.6 Kb (166). 

 

Han sido reportados polimorfismos de la región extracelular de CD5 en ratón y en bovinos 

(167), pero no se han detectado estas variantes de CD5 en humano (168). De manera 

adicional, se han identificado 2 transcritos específicos  para el gen de CD5 humano uno 

de 549 Kb que corresponde al RNAm total de CD5 y uno de menor tamaño 317Kb 

producto de splicing alternativo que codifica una proteína que carece de región 

citoplásmica con función desconocida (168). 

 

El análisis de la región 5´ del gen de CD5 murino y humano indican que el promotor del 

gen carece de una secuencia TATA canónica pero posee una secuencia similar  a la de 

un iniciador (Inr) (169), secuencia crítica para el posicionamiento del complejo RNA 

polimerasa II para el inicio de la transcripción y presente en promotores que carecen de 

secuencias TATA (170).  

 

Análisis detallados del promotor de CD5 realizados en la línea celular EL-4, muestran que 

la región promotora de 3kb posee a su vez, una secuencia reguladora de 43pb que posee 

sitios de unión para tres factores de transcripción; CCAAT, κE2 y Ets (169). La 

mutagénesis directa de cada uno de estos sitios demostró que el sitio Ets es esencial para 

la actividad del promotor. La expresión de CD5 está regulada de manera positiva por la 

unión de proteínas Ets-1 a este sitio (170).  Por otro lado, la unión de proteínas E47 al 

sitio κE2, inhibe la actividad del promotor, regulando de manera negativa la expresión de 

CD5. La expresión de proteínas E47 disminuye progresivamente mientras la expresión de 

CD5 incrementa durante el desarrollo  de los timocitos (171). 

 

Una organización genómica similar ha sido reportada para el gen  de CD5 murino. De 

manera interesante el mayor grado de homología (70%) se encuentra en una región corta 

de DNA que incluye los sitos de unión consenso para los factores de transcripción κE2A y 

Ets-1 (172). Estas similitudes indican que ambos genes usan mecanismos 

transcripcionales similares.         
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Expresión y Función  

 

CD5 se expresa en timocitos, células T maduras y en un subgrupo de células B llamado 

B1. Esta última población celular produce autoanticuerpos polireactivos y se encuentra 

expandida en algunos desordenes linfoproliferativos y autoinmunes (165). 

 

La expresión de CD5 aparece en estadios muy tempranos del desarrollo de los timocitos y 

se considera uno de los primeros marcadores de superficie del compromiso al lineaje T 

(165). Su expresión está regulada a lo largo de los diferentes estadios del desarrollo de 

las células T (173). En timocitos inmaduros DN se expresan bajos niveles de CD5, esta 

expresión basal aumenta una vez los timocitos señalizan   a través del pre-TCR y pasan 

al estadio doble positivo. En este estadio, la expresión de CD5 está regulada por la 

intensidad de la señal del TCR y por la avidez de la interacción TCR/ligando durante la 

selección.  

 

Dentro de las señales que inducen selección positiva, aquellas con mayor avidez inducen  

una alta expresión de CD5, mientras interacciones de menor avidez inducen una menor 

expresión de CD5. Estos niveles relativos se mantienen en células T maduras. La 

habilidad de los timocitos para regular la expresión de CD5, dependiendo de la avidez por 

su ligando constituye un mecanismo importante que permite modular la respuesta del 

TCR (160). (Figura 8).   

 

 

 

Figura 8. Expresión de CD5 durante el desarrollo de  los timocitos . La expresión de CD5 es regulada 

durante el desarrollo en respuesta a la avidez de la interacción del TCR. Su expresión aumenta tras la 

señalización del pre-TCR en timocitos DN y el TCR en DPs.  Al igual que CD69, la expresión de CD5 aumenta 
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en timocitos post-seleccionados y esta se mantiene en timcitos SP como reflejo de la avidez de la interación 

ocurrida en la selección. Modificada de Lozano, 2004.  

 

Aunque  estudios iniciales realizados en ratones deficientes de CD5 no revelaron cambios 

en las poblaciones tímicas generadas (174), posteriormente se demostró que la ausencia 

de CD5 mantiene a los timocitos hiperresponsivos a la estimulación a través del TCR 

(161). La estimulación de timocitos simples positivos deficientes de CD5 resulta en mayor 

proliferación, incremento en la movilización de calcio intracelular, mayor fosforilación de la 

fosfolipasa Cγ–1 (PLCγ-1), LAT y VAV. Estos resultados permitieron postular a CD5  como 

regulador negativo de la señal del TCR. 

 

La hiperrespuesta observada en timocitos deficientes de CD5 influencia la selección 

tímica y afecta el desarrollo de los timocitos. Estudios realizados en ratones TCR 

transgénicos deficientes de CD5 esclarecieron su papel en la selección de timocitos que 

reciben señales de alta y baja  avidez, a través de su TCR. 

 

En sistemas TCR transgénicos, se evaluó el efecto de la deleción y  la sobreexpresión  de 

CD5 durante el desarrollo de los timocitos [198; 199]. La generación de células T fue 

evaluada en los modelos transgénicos HY y P14 descritos anteriormente (175-177). En el 

primero los timocitos expresan un TCR específico para un antígeno expresado 

exclusivamente en los machos. La expresión del antígeno induce la deleción de los 

timocitos en desarrollo, mientras células CD8+ se generan de manera normal en las 

hembras (175). En el sistema P14 el receptor expresado es específico para la 

glicoproteína del virus coriomeningitico linfoide y se generan células CD8+ (176, 177). 

 

Existe evidencia experimental que indica que dentro del rango de interacciones que 

promueven la selección positiva, las de mayor avidez incrementan la eficiencia de la 

selección positiva y permiten la generación de timocitos SP que expresan altos niveles  

del receptor transgénico (178). Bajo este criterio y dado que en el sistema P14 se generan 

una mayor cantidad de  timocitos CD8+SPTCRhi  respecto a los generados en el sistema 

HY, se sugiere que en P14 hay una mayor eficiencia en la selección positiva  debido a 

una interacción TCR-ligando-MHC de mayor avidez (173). 

 

La ausencia de CD5, afecta de manera preferencial la generación de timocitos CD8+ en el 
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sistema P14, mientras la selección en el sistema HY permanece inalterada. Por otro lado, 

la sobreexpresión de CD5  en ambos sistemas, inhibe de manera importante la selección 

positiva en las hembras HY en las cuales se reducen los timocitos CD8SP TCRhi, sin 

afectar  la selección de esta población  en ratones P14 (160). (Figura 9). 

 

 

 
 

Figura 9. CD5 modula las señales del TCR durante el  desarrollo.  La ausencia o presencia de CD5 afecta 

la generación de los timocitos dependiendo del umbral de avidez en el que se seleccionen. Su ausencia dirige 

hacia la selección negativa a los  timocitos que establecen interacciones de alta avidez (P14) por exceso de 

señal. Por el contrario, en timocitos que reciben señales de baja avidez (HY) su ausencia promueve la 

selección positiva, rescatándolos probablemente de la muerte por negligencia. La selección de los timocitos 

del sistema HY se ve comprometida cuando se sobre-expresa CD5, por una reducción de la señal.   

 

Estos datos indican que en timocitos que expresan TCRs de alta avidez (P14) la ausencia 

de CD5 y por lo tanto de su efecto regulador  provoca la selección negativa de los 

timocitos debido a que las señales del TCR exceden la avidez requerida para mantenerse 

dentro del umbral de selección positiva. Por otro lado, su sobreexpresión atenúa la 

selección positiva de timocitos que se seleccionan bajo interacciones de baja avidez, 

posiblemente por una excesiva modulación de las señales el TCR. 

 

Señalización de CD5  

 

Los eventos intracelulares mediados por CD5 son diversos y aunque han sido descritos 

en varios reportes, las bases moléculas implicadas en su función como modulador de  las 
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señales del TCR de no se han definido aún. 

 

Uno de los eventos tempranos que ocurre tras el entrecruzamiento del TCR es la 

activación rápida y transitoria de proteínas cinasas de tirosina (PTK), que fosforilan  

numerosos sustratos, entre los que se encuentra el dominio citoplásmico de CD5 (179, 

180), que si bien esta desprovisto de actividad catalítica intrínseca, posee sitios 

potenciales de fosforilación, así como secuencias consenso para la unión de proteínas 

señalizadoras. 

 

El dominio citoplásmico de CD5 posee cuatros residuos de tirosina susceptibles a  

fosforilación en las posiciones 378, 429, 441 y  463, las tirosinas 429 y 441 hacen parte de 

un motivo similar  a los ITAMs encontrados en las moléculas accesorias que se asocian al 

TCR (181). Los ITAMs son blancos de fosforilación por cinasas de tirosina  miembros de 

la familia Src y sirven como sitios de anclaje para proteínas que poseen dominios SH2, 

como Syk o ZAP-70 (37, 38). (Figura 10). 

 

 

 

Figura 10. Dominio citoplásmico de CD5. Representaciones esquemáticas de los residuos presentes en la 

cola citoplásmica de CD5, relevantes para la transducción de señales y asociación con otras moléculas. 

Modificado de Calvo y Lozano, 1998.    

 

Se ha demostrado que el entrecruzamiento de células Jurkat con anticuerpos anti-CD3 

inducen la fosforilación de los residuos 429 y 463, mediada por Lck y Fyn. La falta de 

fosforilación del residuo 429, (que forma parte de ITAM de CD5), invalida a esta 

secuencia como un ITAM clásico (182). Sin embargo estudios de co-inmunoprecipitación 

indican que el dominio citoplásmico de CD5 se asocia con Lck, la unidad monofosforilada 

de CD3ζ (p21) (183), ZAP-70, la subunidad p85α de PI3K, Vav (184) y la proteína 

activadora GTPasa Ras (Ras-GAP) (185). La unión directa de CD5 a estas moléculas 

estaría mediada por la secuencias de tirosina fosforiladas presentes en su región 

citoplásmica.    
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La fosforilación de residuos de serina y treonina, también participan en la señalización 

mediada por CD5. Su domino citoplásmico incluye 4 treoninas y 11 residuos de serina, 

algunos incluidos en secuencias consenso de fosforilación  por cinasas de serina/treonina 

como la caseína cinasa II (CKII) y la proteína cinasa C (PKC). En linfocitos en reposo CD5 

se encuentra fosforilado de manera constitutiva en residuos de serina (186), que se 

hiperfosforilan tras la estimulación con ésteres de forbol (PMA) (187) o tras el 

entrecruzamiento con anticuerpos anti CD5 o anti-CD3 (187, 188) 

 

Se ha reportado que la subunidad reguladora β de CKII se encuentra asociada a la región 

carboxi-terminal citoplásmica de CD5 y es responsable de su fosforilación constitutiva en 

en las serinas S458, S459, S461. Esta fosforilación es crítica para la generación de 

segundos mensajeros lipídicos (diacilglicerol y ceramidas) iniciada por el ligación de CD5 

(189). 

 

Estudios anteriores realizados in vitro mostraron que el entrecruzamiento de CD5 en 

células T periféricas aumenta las señales inducidas por estimulo con anti-CD3 como; la 

producción de IP3, movilización de calcio intracelular, secreción de IL-2, expresión del 

receptor para IL-2 y proliferación (190-193). Indicando que CD5 funciona como una 

molécula co-estimuladora, que potencia las señales inducidas por el TCR en células T 

maduras y que carece de una vía de señalización  independiente del TCR. 

 

Sin embargo, estudios más recientes  indican que el entrecruzamiento de CD5 induce;  

producción de DAG y activación de PKC independientemente de la movilización de calcio 

intracelular y de recambios de IP3, sugiriendo la activación de una vía independiente a la 

de PLC-γ1 inducida de manera clásica por el TCR.  El DAG generado es producto de la 

activación de una fosfolipasa C específica de fosfatil colina (PLC-PC) (194) y está 

implicado en la activación de la “acidic sphingomyelinase” (A-SMase) (195, 196). La 

activación de estas moléculas requiere de la integridad  de los residuos de serina (S459, 

S461)  de la región C-terminal del dominio citoplásmico de CD5, fosforilados de manera 

constitutiva por CKII (197).  

 

La A-SMasa, genera ceramida, un mediador clave de diversos eventos celulares que 

incluyen proliferación celular, diferenciación, arresto y apoptosis(198). La ceramida activa 

de manera específica una isoforma atípica de PKC, PKCζ (199, 200) involucrada en la 
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proliferación de las células T y en la organización del citoesqueleto (201). 

 

Por otro lado, CD5 puede activar a miembros de la familia de las MAP cinasas. El 

entrecruzamiento de CD5 en células Jurkat induce la activación de MEK, y JNK (197).  

MEK forma parte de la cascada de señalización que incluye a las cinasa de 

serina/treonina Raf y ERK. La vía Raf/MEK/ERK es activada por Ras e induce a su vez la 

activación de factores de transcripción y proteínas de ciclo celular (202). La estimulación 

vía CD5 induce la formación del complejo Grb/Sos, necesario para la activación de Ras 

(Lozano no publicado). Se propone que la activación de JNK  dependiente de CD5 estaría 

mediada por ceramida (198), un importante mensajero lipídico  generado tras su ligación. 

También se ha reportado que la co-estimulación de timocitos murinos con anti-CD5 

aumenta la fosforilación de ERK inducida con anti-CD3 (203). (Figura 11).  
 

 

Figura 11. Vías de señalización de CD5. Representación esquemática de los eventos moleculares activados 

tras el entrecruzamiento de CD5. La señalización inicia con las fosforilación de residuos de tirosina, treonina y 

serina presentes en el dominio citoplásmico de CD5. Uno de los eventos más importantes es la activación de 

la PC-PLC que resulta en la generación de los mensajeros lipídicos; ceramida y DAG, estos inducen vías de 

señalización que culminan en la regulación de genes en el núleo.                  

 

Aunque no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares a través de los cuales 

CD5 modula las señales del TCR durante el desarrollo de los timocitos, se postula que el 
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efecto inhibitorio estaría mediado por el reclutamiento de reguladores negativos a su 

dominio citoplásmico. 

 

Se ha reportado que (SHP-1) una fosfatasa de tirosina, implicada en la desfosforilación de 

sustratos activados por el TCR (204), se asocia de manera constitutiva al dominio 

citoplásmico de CD5. Esta asociación aumenta tras la fosforilación de CD5 (204, 205) y es 

mediada por el residuo de tirosina Y378, que forma parte del motivo similar al motivo 

consenso ITIM (205). Sin embargo, la contribución de esta proteína al efecto inhibitorio de 

CD5 es controversial,  dado que células que expresan una molécula mutante de CD5 que 

posee el residuo Y378 se mantienen hipersensibles al estimulo vía TCR (206).   

 

Otras moléculas señalizadoras implicadas en regular negativamente la señal del TCR son 

c-Cbl y RasGAP.  Cbl es una proteína adaptadora con actividad de ubiquitin-ligasa que  

regula negativamente la señalización de varias cinasas de tirosina induciendo su 

degradación a través del proteosoma (207). Por su parte, Ras-GAP una proteína 

activadora de GTPasas, incrementa la velocidad del intercambio de GTP a GDP, 

reduciendo la activación de Ras, y consecuentemnete la activación de las MAP cinasas 

(208). Estudios realizados en timocitos de rata indican la asociación directa de RasGAP e 

indirecta de c-Cbl a péptidos fosforilados que corresponden a la secuencia del pseudo-

ITAM de CD5 (185).  

 

Por último, la región proximal del domino citoplásmico de CD5 se asocia con una cinasa 

de serina/treonina llamada cinasa IIδ dependiente de Ca+2/calmodulina (CaMK IIδ) (209).  

Una de las consecuencias de la activación de esta cinasa es la inhibición de la 

transcripción del gen de la IL-2 en las células T (210, 211). 

 

A pesar de estos antecedentes, aún se desconoce si a través de la interacción con estas 

moléculas CD5 participa en la regulación negativa de la señal del TCR y favorece 

selección de timocitos que se generan bajo interacciones de alta avidez.    

 

 Ligandos  

 

La identificación de ligandos de CD5 es aún objeto de estudio. El ligando inicialmente 

descrito para CD5 es CD72. Una glicoproteína tipo II de 42 kDa expresada de manera 
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constitutiva en toda las células del linaje B, excepto las células plasmáticas, su 

entrecruzamiento con anticuerpos induce la activación de las células B (212, 213) y se 

propone que la interacción de CD5 y CD72 tiene un papel importante en la cooperación 

entre células T y B durante el curso de una respuesta inmune. 

 

El uso de proteínas de fusión (Fc-CD5) y de la forma recombinante soluble del dominio 

extracelular de CD5, ha permitido la identificación de ligandos adicionales a CD72, en 

células B y T activadas y otros tipos celulares. Los 2 ligandos inicialmente identificados 

corresponden a proteínas de 35-37 kDa (214) y de 77-80 kDa (215), ambas son  

expresadas en células B humanas y murinas y en células T humanas activadas, aunque 

difieren en la naturaleza de su unión a CD5.  

 

La unión de CD5 al ligando de 35-37 kDa  puede ocurrir en ausencia de iones divalentes y 

es inhibida cuando CD5 es deglicosilado, indicando que la interacción es de tipo lectina o 

bien que la glicosilación de CD5 es crítica para una conformación adecuada del sitio de 

unión al ligando (214). Por otro lado, la interacción con el ligando de 77-80 kDa requiere 

de iones divalentes  y juega un rol importante en la activación de las células B. La unión 

CD5-CD5L no solo induce proliferación de las células B, sino que sinergiza la respuesta 

proliferativa mediada por CD72. Esto indica que la interacción CD5-CD72 no es el único 

mecanismo por el cual las células T proporcionan señales co-estimulatorias  a las células 

B (215). 

 

Finalmente, la identificación de otro ligando para CD5, diferente a los ya descritos amplió 

la posibilidad de su participación en la interacción con otros tipos celulares además de las 

células B. El nuevo ligando es una proteína de 150 kDa expresada en monocitos, 

linfocitos y en líneas celulares de origen linfoide mieloide y epitelial. Contrario a los 

ligandos descritos anteriormente, este ligando es expresado de manera basal en células 

no activadas, su unión es independiente de iones divalentes, pero es inhibida en 

presencia de altas concentraciones de algunos monosacáridos. De manera interesante 

este ligando es altamente expresado por una línea epitelial tímica humana, sugiriendo la 

presencia de un ligando en timo que podría interactuar con los timocitos en desarrollo 

(216). 
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La presencia de ligandos para CD5 en una amplia variedad de tipos celulares indicaría 

que la interacción CD5-CD5L juega un papel importante no solo en la interacción entre 

células B y T, sino también en interacciones entre linfocitos y células presentadoras de 

antígeno e interacciones de los timocitos con el estroma tímico durante el desarrollo de 

las células T.   

 

CD5 y el reconocimiento antigénico 

 

Además de su papel en la regulación de las señales del TCR estudios recientes 

demuestran que CD5 puede a través de sus dominios tipo scavenger, reconocer los 

llamados patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), que comprenden 

componentes estructurales de patógenos microbianos que no se encuentran en 

mamíferos (217).   

 

Estudios realizados con una forma soluble de CD5 humano (218) demostraron que la 

región extracelular de CD5 puede unirse e inducir agregación  de varias especies fúngicas 

saprofíticas y patogénicas a través del reconocimiento de β-glucanos.  

 

Como resultado de la interacción de CD5 asociado a membrana y zymosan (agente 

experimental enriquecido en β-glucanos) se inducen eventos en la señalización 

intracelular como la activación de las MAP cinasas y de relevancia biológica como la 

secreción de IL-8. Por último en un modelo murino de choque séptico inducido por 

zymosan, la adición de CD5 recombinante soluble disminuye los niveles de citocinas pro-

inflamatorias, los infiltrados leucocitarios en peritoneo e hígado, aumentando la 

supervivencia de los ratones retados. Esto sugiere que el CD5 soluble puede ser 

considerado como un potencial agente terapéutico en la sepsis fúngica (218). 
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II. JUSTIFICACIÓN 

 

Dado que CD5 es una molécula que modula las señales del TCR, favoreciendo la 

generación de timocitos que se seleccionan mediante interacciones de alta avidez,  

estudiamos su papel en generación de las células T reguladoras, una población celular 

cuya selección en timo requiere de interacciones de alta avidez.    

 

III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  

HIPÓTESIS 

La ausencia de CD5 podría dar lugar a  dos fenómenos;  

 

La ausencia de CD5 afectara de manera negativa la g eneración de las células T 

reguladoras.  Sin el efecto modulador de CD5, las señales de alta avidez que permiten la 

selección de las células T reguladoras en el timo, aumentaran superando el umbral de 

selección positiva e induciendo la muerte celular/ selección negativa por exceso de señal.  

 

La generación de las células T reguladoras  será favorecida por la ausencia de CD5. 

En ausencia de CD5 la avidez de las señales de selección aumentará permitiendo que los 

timocitos que establecen interacciones de intermedia o baja avidez, alcancen los 

umbrales necesarios para diferenciarse al lineaje de células T reguladoras.   

  

OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

Determinar el papel de CD5 en la generación de las  células T reguladoras. 

Objetivos Específicos                                                                                                             

Evaluar si la ausencia de CD5 afecta la generación de las células T reguladoras en timo y 

nódulos linfoides. 

Analizar en las células T reguladoras de los ratones deficientes de CD5, la fosforilación de 

moléculas implicadas en la señalización del TCR.  

Determinar la capacidad supresora de las células T  reguladoras deficientes de CD5.  
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IV. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

Ratones 

Los ratones Balb/c fueron obtenidos de Laboratorios Jackson (Bar Harbour, ME).  Los 

ratones deficientes de CD5 en fondo Balb/c fueron donados por el Doctor Chander Raman 

de la Universidad de Alabama (Birmingham, AL). Los experimentos de este trabajo se 

realizaron con animales de 8-10 y de 12-13 semanas de edad, mantenidos en el bioterio 

del Instituto de Investigaciones Biomédicas, bajo los lineamientos del bioterio.        

 

Anticuerpos 

Anticuerpos monoclonales utilizados para las tincionesde superficie: anti-CD4 ficoeritrina 

(PE), anti-CD4 biotina (biot), anti-CD4 isotiocianato de fluoresceína (FITC) todos de la 

clona (L3T4), anti-CD4 aloficocianina (APC) (RM4-5), anti-CD8 “cychrome” (Cyc) (53-6.7), 

anti-CD3ε biot (145-2C11), anti-CD5 PE (53-7.3), anti-CD25 FITC (7D4), todos de BD 

Biosciences (San Jose, CA) y anti-CD5 humano  Cris-1 puro y biotinilado, proveído 

amablemente por el Dr. Francisco Lozano.   

 

Para las tinciones intracelulares se usaron; anti-Foxp3 APC (FJK-16s) de eBioscience Inc. 

(San Diego, CA), anti-p-Erk (T202/Y204) y anti-pCbl (pY700) acoplados a  Alexa-647 y 

anti-caspasa 3 activa PE todos de BD Biosciences. Anti-pAkt (Ser 473) de Cell Signaling 

Technology Inc. (Beverly, MA) y anti-p-PI3K (Tyr508) de Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA). La detección de anticuerpos primarios se realizó con estreptavidina conjugada 

a APC-Cy7 de BD Biosciences, anti-conejo IgG PE y anti-ratón IgG FITC de Zymed 

Laboratories Inc. (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA)    

 

La estimulación de las células para las tinciones intracelulares se realizó con los 

siguientes anticuerpos: anti-CD3ε (145-2C11), anti-CD5 (53.7.3) y anti-CD28 (37.51) 

acoplados a biotina, de BD Biosciences. Se usó esteptavidina Immunopure® de Pierce 

Biotechnology Inc. (Rockford, IL) para entrecruzar los anticuerpos biotinilados. 

 

Por último para los ensayos de proliferación y supresión in vitro, las células fueron 

estimuladas con anti-CD3ε hecho en hamster (145-2C11) de BD Biosciences, que se 

entrecruzó con anti-IgG de hamster de Pierce, Biotechnology Inc.           
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Preparaciones celulares y citometria de flujo 

Se prepararon suspensiones celulares a partir de timo adulto, timo fetal y nódulos 

linfoides, disgregados mecánicamente con émbolos de jeringa. Se realizó recuento celular 

en cámara de Newbauer de las células viables mediante tinción de exclusión con azul de 

tripano. Las células obtenidas a partir de órganos murinos y células de la línea EL-4 (1-

3x106)  fueron teñidas con 50 µl de una dilución de anticuerpo preparada en  buffer de 

tinción, que consiste en PBS 1X adicionado con SFB al 2% y azida de sodio al 0.02%, 

para esto se incubaron por 20 min a 4°C, protegidas  de la luz.  Para las  tinciones con 

anticuerpos biotinilados, se realizó una segunda incubación con estreptavidina acoplada a 

un fluorocromo. Las células teñidas con hasta 4 fluorocromos fueron capturadas en el 

citómetro de flujo FACSCalibur y analizadas en el programa CellQuest de BD 

Biosciences. La captura y análisis de muestras con 5 o más fluorocromos se realizó en el 

citómetro FACSAria y programa FACSDiva respectivamente, también de BD Biosciences. 

Al menos 1x105 células viables fueron colectadas, bajo criterios de tamaño y granularidad.               

 

Detección de Foxp3  

Timocitos y linfocitos T periféricos de ratones silvestres y deficientes de CD5 fueron 

teñidos con el kit de tinción para células T reguladoras de eBioscience Inc., según las 

indicaciones de la compañía productora. Las células (1-3x106)  se tiñieron con anti-CD4, 

anti-CD8 y anti-CD25 y se incubaron con 150 µl de buffer de fijación/permeabilización 

durante 2 horas a 4°C. Tras la permeabilización se lavaron dos veces con 150 µl de buffer 

de permeabilización e incubaron 30 min a 4°C con 50  µl de anti-Foxp3 diluido 1/50 en el 

mismo buffer. Para terminar,  las células se lavaron de nuevo dos veces con 150 µl de 

buffer de permeabilización.           

 

Ensayos de Apoptosis 

Las células apoptóticas se detectaron con anticuerpos anti-anexina V y 7-

aminoactinomicina (7-AAD). La anexina es una proteína que reconoce fosfatidilserina, un 

fofosfolípido que se transloca desde el interior hacia la parte exterior de la membrana en 

células apoptóticas.  El 7-AAD es un colorante específico de DNA, que solo tiñe células 

muertas. 

 

Los timocitos y linfocitos T fueron teñidos con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-

anexina-V (5 µl) y 7-AAD (10 µl) durante 20 min a temperatura ambiente en un volumen 
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final de 100 µl de buffer de unión a anexina 1X. Tras la incubación,  las células fueron 

lavadas con 500 µl de buffer de unión a anexina 1X de BD Biosciences.          

 

Para analizar la apoptosis de las Tregs, las células se tiñieron con anti-CD4, anti-CD8, 

anti-anexina-V y 7AAD, como se describió anteriormente.  Después de ser lavadas con 

500 µl de buffer de unión a anexina 1X de BD Biosciences, se tiñieron con anti-Foxp3 

siguiendo el protocolo de detección de Foxp3 ya descrito. El análisis de caspasa 3 activa 

se realizó en timocitos frescos y timocitos estimulados (0.8 x106) durante 24 horas con 

anticuerpos anti-CD3 (5 µg/ml) + anti-CD28 (5 µg/ml) en 500 µl de medio RPMI 1640 

suplementado con 10% de SFB, en pocillos de una placa de 24 pozos. Las células se 

recuperaron de la placa y tiñieron con anti-CD4 y anti-CD8. Tras la tinción en superficie, 

se siguió el mismo protocolo empleado para la detección de Foxp3, los anticuerpos anti-

caspasa 3 activa (10 µl) y anti-Foxp3 se incubaron de manera simultánea en buffer de 

permeabilización durante 30 min a 4°C.      

 

Ensayos de fosforilación 

Los timocitos de ratones silvestres y deficientes de CD5 fueron estimulados y teñidos de 

acuerdo al protocolo de BD Bioscience. Las células (3x106) fueron teñidas con anti-CD4, 

anti-CD8 y anti-CD25 y estimuladas con pervanadato (100nM), PMA/ionomicina (20 ng/ml 

y 200 ng/ml respectivamente), anti-CD3 (10 µg/ml), anti-CD5 (10 µg/ml), anti-CD28 (10 

µg/ml) todos de BD Bioscience. Las estimulaciones se llevaron a cabo en medio RPMI 

1640 sin SFB a 37°C durante 3 min, salvo el pervana dato que se estimulo durante 5 min. 

La activación inducida por los estimulos se detuvo por fijación con 300 µl de buffer 

Lyse/Fix, por 10 min a 37°C. Las células se permeab ilizaron 20 min a 4°C con 100 µl de 

buffer de permeabilización II, después de lo cual se lavaron y tiñieron 30 min a 

temperatura ambiente con anticuerpos anti-pErk (5 µl) y anti-pCbl (5 µl) acoplados a Alexa 

647 o bien con anticuerpos purificados anti-pPI3K (5 µl) y anti-pAkt (1 µl) hechos en 

conejo. La detección de estos se realizó mediante una incubación adicional de 20 min a 

temperatura ambiente, con un  anticuerpo anti-IgG de conejo acoplado a PE de Zymed 

Laboratories Inc. Los datos obtenidos fueron analizados con el programa FlowJo©  Tree 

Star.  

Cultivos de órgano de timo fetal (FTOC)                                                                  

Ratonas embarazadas fueron sacrificadas en el día 15 de gestación.  Los timos fetales 
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fueron removidos, dispuestos en membranas de Millipore Corporation (Billerica, MA), 

ubicadas en placas de 6 pozos y cultivados en 1ml de Dulbecco´s Modified Eagle Médium 

(DMEM) suplementado con 10% de SFB, 20mM de HEPES, 0.1mM de aminoácidos no 

esenciales, 2mM de L-Glutamina, 0.05mM de 2-Mercapto etanol y 1% de penicilina, 

estreptomicina y fungizona, todos de Invitrogen Corporation  (Carlsbad, CA). El medio de 

cultivo fue remplazado cada 3 días con medio fresco. El día 8 de cultivo,  los lóbulos 

tímicos fueron disgregados y los timocitos obtenidos fueron contados y teñidos. La tinción 

de Foxp3 se realizó a partir de un conjunto de 3 lóbulos, mientras los ensayos de 

apoptosis se realizaron en lóbulos individuales, siguiendo la metodología ya descrita. 

 

Separación electrónica 

Células aisladas de bazo (depletadas de eritrocitos) fueron combinadas con células 

derivadas de nódulos linfoides y enriquecidas en células CD4+ mediante selección 

negativa. Para esto, las células son incubadas 30 min a 4°C con sobrenadante de un 

hibridoma que produce anticuerpos de rata anti-CD8,  proveído por la Dra. Laura Bonifaz 

del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS y con  anticuerpos anti-B220 (RA3-6B2) y  

anti-CD19 (ID3) de BD Biosciences hechos en rata. Después las células se incuban en 

placas de cultivo sensibilizadas con IgG anti-rata de MP Biomedicals Inc. (Solon, OH)  por 

30 min a 37°C. Las células no adheridas a la placa son recuperadas lavadas y teñidas con 

anti-CD4 PE y anti-CD25 FITC. Las células CD4+CD25- (designadas como células T 

efectoras) y CD4+CD25+/hi (designadas como células T reguladoras) son purificadas 

electrónicamente en un citómetro FACSAria  de BD Bioscience. El porcentaje de pureza 

obtenido de las poblaciones separadas es mayor del 96%. 

Ensayos de suppression in vitro  

Para determinar la proliferación celular, células T (1x105) CD4+CD25- o CD4+CD25+/hi 

separadas electronicamente fueron estimuladas con 10 µg/ml de anti-CD3 soluble de BD 

Biosciences, entrecruzado con 20 µg/ml de anti-IgG de Pierce, Biotechnology Inc. Como 

células presentadoras de antígeno se adicionaron al cultivo, (1x105) esplencitos silvestres 

irradiados a 3000 rads. El fenotipo anérgico de las células T reguladoras se revirtió 

mediante adición de 30 u/ml de IL-2 humana recombinante de Roche Diagnostics 

Corporation (Indianapolis, IN).     
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Los ensayos de supresión se realizaron mediante co-cultivo de (1x105) células 

CD4+CD25- y CD4+CD25+/hi en relación 1:1, en presencia de anti-CD3 y (1x105) 

esplenocitos silvestres irradiados. 

 

Las células fueron cultivadas por triplicado en placa de 96 pozos en un volumen final de 

200 µl de medio DMEM suplementado con 10% de SFB, 10mM de HEPES, 0.1mM de 

aminoácidos no esenciales, 1mM de piruvato de sodio, 2mM de L-Glutamina, 0.05mM de 

2-Mercapto etanol y 1% de penicilina, estreptavidina y fungizona, todos de (Invitrogen 

Corporation). Tras 16 horas de cultivo las células fueron pulsadas con 1 µCi/por pozo de 

timidina [H3]. Las células fueron cosechadas 72 horas después y la incorporación de 

timidina [H3] se midió en un Beta-Plate Counter 1205 Wallace de Pegasus Scientific Inc. 

(Rockville. MD).  

Análisis estadístico 

Las diferencias estadísticas se calcularon mediante la prueba de t de Student de 2 colas, 

una  prueba estadística que se usa para determinar si existe una diferencia significativa 

entre las medias de las dos poblaciones independientes con distribución normal (219). 

Valores de P iguales o  inferiores a 0.05 fueron considerados como significativos.   

 

 

V. RESULTADOS  

 

Para determinar el papel de CD5 en la generación de timocitos que se seleccionan bajo 

interacciones de alta avidez, decidimos analizar la generación  de células T reguladoras 

en ratones deficientes de CD5. Evaluamos la presencia de esta población celular en timo 

y ganglios linfáticos mediante tinción intracelular del factor transcripcional Foxp3, su 

origen tímico se demostró mediante cultivos de órgano de timo fetal (FTOC) y su  

funcionalidad se evaluó mediante ensayos de supresión.  La apoptosis diferencial de 

células ““naive”” y Tregs se evidenció mediante tinción con 7AAD y  anticuerpos anti-

anexina-V y anti-caspasa 3 activa. Por último el estado de activación de las Tregs se 

evaluó mediante tinción intracelular de varias moléculas implicadas en la señalización del 

TCR.     
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Expresión de CD5 en células CD4 +CD25+Foxp3 + 

 

Para analizar de manera más precisa la expresión de CD5, durante el desarrollo de las 

células reguladoras naturales, se examinó la expresión de CD5 en timocitos CD25+ dentro 

de las subpoblaciones DP y CD4SP, incluyendo en el análisis el marcador Foxp3, 

considerado como el marcador más específico de las nTregs (114). Los timocitos 

CD4+CD25+Foxp3+ muestran una mayor expresión de CD5 que los timocitos 

CD4+CD25+Foxp3- (IMF 1142.61± 38.9 vrs 299.46±14.46; p<0.05) (Figura 12a, panel 

inferior). De manera interesante, los timocitos DPs CD25+Foxp3+ también expresan 

mayores niveles de CD5  que los timocitos DPs CD25+Foxp3- (IMF 1184.50±31.96 vrs 

278.98±14.77; p<0.05) (Figura. 12a, panel superior).     

 

Al analizar las células aisladas de los ganglios periféricos también se encontró una mayor 

expresión de CD5 en células CD4+CD25+Foxp3+ que el observado en células 

CD4+CD25+Foxp3- (IMF 867.29±18.89 vrs 336.51±1.36; p<0.05) (Figura 12b). En la figura 

12c se muestra un resumen de los resultados obtenidos en timo y ganglios linfáticos. Los 

resultados indican que la alta expresión de CD5 puede considerarse como una 

característica fenotípica exclusiva de las células reguladoras naturales.          
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Figura 12. Las células CD4+CD25+Foxp3+
 expresan mayores niveles CD5, que las células 

CD4+CD25+Foxp3-. (a) Timocitos y (b) linfocitos T de ratones de 10 semanas de edad fueron 

aislados y teñidos con anti-CD4, CD8, CD25, CD5 y Foxp3. El nivel de CD5 en superficie esta 

representado con valores de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) en las células CD25+Foxp3-
 

(sombreado gris) y CD25+Foxp3+ (línea negra) de las subpoblaciones indicadas.  Se muestra un 

experimento representativo. (d) La gráfica representa el resumen de los datos obtenidos.  Las 

barras indican el error estándar (n=4).  ***p < 0.01.      

 

Análisis de células CD4 +CD25+Foxp3 + en ratones deficientes de CD5 

 

Para determinar el papel de CD5 en la generación de las nTregs, se cuantificó la 

población de células CD4+CD25+Foxp3+ aisladas del timo de ratones silvestres y 

deficientes de CD5 (8-10 semanas). El análisis realizado indica que los ratones CD5-/- 

tienen un mayor porcentaje de células CD4+CD25+Foxp3+ comparado con ratones 

silvestres (5.01±0.20% vrs 3.68±0.26%; n=8, p<0.001) (Figura 13a-b). Además del 

porcentaje, el número absoluto de células también se encuentra incrementado en los 

ratones CD5-/- (621.09±87.28 x103 vrs 404.65±33.75 x103, n=8, p<0.05) (Figura 13c), 

sugiriendo que las señales de CD5 son relevantes para el desarrollo de las nTregs. 
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Figura 13 . Hay un incremento en la proporción y el número de células CD4+CD25+Foxp3+
 en el 

timo de los ratones deficientes de CD5. (a) Timocitos de ratones wt y CD5-/- de 8-10 semanas 

fueron aislados, contados y teñidos con anti-CD4, CD8, CD25 y Foxp3. Los dot-plots muestran el 

porcentaje de células CD25-Foxp3+
 y CD25+Foxp3+ dentro de la subpoblación CD4. Se muestra un 

experimento representativo.  La gráfica representa (b) el porcentaje y (c) los números absolutos de 

timocitos Foxp3+ dentro de las poblaciones CD25- y CD25+. (d) Se muestra la relación de células 

“naive”:Tregs, que se calculo dividiendo el número absoluto de timocitos “naive” entre el número de 

Tregs. Los datos son representativos de 4 experimentos independientes. Las barras indican el 

error estándar (n=8 por grupo). **p < 0.05, ***p < 0.01.   

 

Gated en CD4SP    Timo  
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 Determinación de poblaciones tímicas en ratones def icientes de CD5  

 

Al analizar las poblaciones celulares del timo, se observó que los ratones CD5-/- de 12 

semanas muestran una disminución significativa en los números absolutos de timocitos 

comparados con ratones silvestres (43±4 x106 vrs 117±9 x106; n= 4 p<0.01, no mostrado). 

El análisis de las subpoblaciones tímicas de estos ratones muestra un alto porcentaje de 

células dobles negativas (8.6±1.7% vrs 3.8±0.52%; n=4 p<0.01), una reducción en el 

porcentaje de dobles positivas (57.5±5.6% vrs 75.7± 2.6 %; n=4, p<0.05) y un ligero 

incremento de células CD8 simple positivas (4.7± 0.52% vrs 3.1± 0.3%; n=4, p<0.05), sin 

cambios significativos en la población de células CD4 simple positivas (Figura 14a). 

 

Los números absolutos de cada subpoblación se encuentran afectados de manera 

diferencial, mostrando una pérdida importante de células DPs (25.4 ± 3.8 x106 vrs 88.9 ± 

7.8 x106; n=4, p<0.001) (Figura 14b),  que podría explicar la reducción de la celularidad 

tímica observada en los ratones CD5-/-. De manera adicional, los números de timocitos 

CD4SP y CD8SP también se encuentran reducidos.    

 

Esta importante reducción en la celularidad tímica de ratones CD5ko de 12 semanas de 

edad, también afecta los números absolutos de nTregs, que no alcanzan a ser 

significativamente mayores a los observados en ratones silvestres (Figura 14c). Sin 

embargo cuando se comparan los números de células “naive” (CD4+CD25-Foxp3-)  y 

Tregs (CD4+CD25+Foxp3+) presentes en ratones silvestres y CD5-/-, encontramos que la 

relación de células “naive”: Tregs esta disminuida de manera significativa en los ratones 

CD5-/- respecto a los ratones wt (18.36 ± 1.41 vrs 25.99 ± 1.88, n=8, p≤0.05), indicando 

que las células “naive” pero no las Tregs se reducen de manera preferencial en ausencia 

de CD5 (Figura 14d). De manera interesante la relación de células “naive”:Tregs también 

esta disminuida de manera significativa en ratones CD5-/- de 8 semanas de edad (16.76 ± 

0.94 vrs 23.11 ± 1.74; n= 8.  p≤0.01) (Figura 13d).  
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Figura 14 . Efecto de la deficiencia de CD5 en las subpoblaciones tímicas. Timocitos de ratones wt 

y CD5-/-  de 12 semanas fueron aislados, contados y teñidos con anti-CD4, CD8, CD25 y Foxp3. La 

gráfica representa (a) el porcentaje y (b) el número absoluto de timocitos en cada subpoblación.  

(c) Número absoluto de timocitos Foxp3+ en la población CD4+CD25- y CD4+CD25+. (d) Relación 

de células “naive”:Tregs calculada como se describió anteriormente. Los datos son representativos 

de 3 experimentos independientes. Las barras indican el error estándar (n=8 por grupo). **p < 0.05,  

***p < 0.01. 

 

Análisis de apoptosis celular en timocitos deficien tes de CD5 

 

Dado que los timocitos deficientes de CD5 son hiperresponsivos a las señales mediadas 

por el TCR (161) y es sabido que las interacciones de alta avidez dan lugar a la muerte de 

los timocitos (220). Se sugiere la posibilidad de que la reducción del número total de 

timocitos observada en los ratones CD5-/- (de 12 semanas de edad) se deba a una mayor 

apoptosis. Para probar esta hipótesis, se realizaron tinciones con anexina-V y 7-AAD en  

timocitos de ratones silvestres y deficientes de CD5 (Fig. 15a-c). Como se muestra en la 
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Figura 15b, los ratones CD5-/- tienen un incremento en el porcentaje de los timocitos que 

se encuentran en apoptosis tardía/necrosis (anexina-V+/ 7AAD+) comparado con ratones 

silvestres (3.36 ± 0.36% vrs 1.96 ± 0.16%; n=5, p<0.001).         

 

De manera interesante, el análisis de subpoblaciones revela que la apoptosis está 

aumentada no solo en la subpoblación de células DP (1.7 ± 0.08% vrs 0.9 ± 0.09%; n=5, 

p<0.001),  sino también en la de CD4SP (5.56 ± 0.64% vrs 2.74 ± 0.35%; n=5, p<0.05) y 

CD8 SP (8.52 ± 1.2% vrs 3.3 ± 0.23%; n=5, p< 0.05) (Figura 15b). También observamos 

un incremento discreto, aunque no significativo, del porcentaje de timocitos (anexina-

V+/7AAD-) que se encuentran en apoptosis temprana (Figura 15a).   

 

Con el fin de analizar la inducción de apoptosis en nTregs, se realizó tinción con 7AAD y 

anexina-V después de teñir con anti-CD4, anti-CD8 y Foxp3. La Figura 15c muestra un 

aumento significativo en el porcentaje de células “naive” deficientes de CD5 que se 

encuentran en apoptosis temprana (identificadas como anexina-V+ 7AAD-), respecto al 

porcentaje observado en células “naive” wt (3.67± 0.17% vrs 4.78± 0.37; n=4, p≤ 0.01). De 

manera inesperada la apoptosis de las nTregs aparece ligeramente disminuida en ratones 

CD5-/- en comparación con las nTregs de ratones wt (2.3 ± 0.34 vrs 3.4 ± 0.32%; n=4, 

p≤0.1).    

 

Los resultados obtenidos por la tinción con 7-AAD y anexina-V, fueron confirmados 

mediante tinción intracelular de Caspasa 3 activa, una molécula usada como indicador de 

la inducción de selección negativa en timocitos (221). Como se observa en la Figura 15d, 

el porcentaje de células “naive” CD5-/- que son positivas para caspasa 3 activa es 

significativamente mayor que el observado en células “naive” wt (16.59 ± 0.8 vrs 12.45 ± 

0.41%; n=4, p≤ 0.01), mientras el porcentaje de nTregs positivas para caspasa 3 es 

menor en ratones CD5-/- comparado con ratones silvestres (4.01 ± 0.73 vrs 7.24 ±0.83%;  

n=4, p ≤ 0.05).    
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Figura 15.  Incremento en la apoptosis de timocitos “naive” de ratones CD5-/-. (a) Timocitos de 

ratones wt y CD5-/-  de 12 semanas fueron aislados, contados y teñidos con anti-CD4, CD8, 

Anexina V y 7-AAD. Los dot-plots muestran el porcentaje de timocitos totales en el cuadrante 

correspondiente. Se muestra un experimento representativo. (b) Porcentaje de células anexina V+ y 

7-AAD+ en timo total, y las subpoblaciones  DP, CD4 y CD8.  Los datos son representativos de 3 

experimentos independientes. Las barras indican el error estándar (n=5 por grupo).  Para analizar 

la apoptosis de células “naive” y Tregs, los timocitos fueron teñidos con anti-CD4, CD8, Foxp3, 

anexina V y 7-AAD. (c)  La tinción de anexina V y 7-AAD se analizó en las poblaciones indicadas. 

Se muestra un experimento representativo.La gráfica del panel inferior representa el resumen de 

los datos obtenidos. (d)  Niveles de caspasa-3 activa fueron  analizados en timocitos “naive” y 
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Tregs.  Los timocitos fueron estimulados toda la noche con anti-CD3+CD28 y teñidos con anti-CD4, 

CD8, Foxp3 y caspasa-3 activa. Se muestra un experimento representativo. El número en cada 

histograma representa el porcentaje de células positivas para caspasa-3. La gráfica del panel 

inferior representa el resumen de los datos obtenidos, representativos de 3 experimentos 

independientes.  Las barras indican el error estándar (n=8-10 por grupo). *p < 0.1, **p < 0.05,  ***p 

< 0.01. 

 

Señalización intracelular del TCR en ausencia de CD 5  

 

Con el fin de analizar las vías de señalización involucradas en el enriquecimiento de las 

nTregs y en la apoptosis observada  en los ratones deficientes de CD5, se analizó la 

fosforilación basal y tras estimulo CD3+CD28, de algunas proteínas relevantes en la 

señalización del TCR. Como se muestra en la Figura 16a, las células CD4+CD25+/hi 

(consideradas como Tregs) aisladas de ratones CD5-/- muestran un incremento 

significativo en los niveles basales de ERK, respecto a las células de ratones silvestres. 

En contraste, la fosforilación basal de PI3K y Akt se encuentra incrementada en la 

población CD4+CD25- (células “naive”) CD5-/- (Figura 16a, panel inferior). 

 

De manera interesante, la fosforilación de Akt tras el estimulo CD3+CD28  se encuentra 

reducida en las células CD4+CD25- deficientes de CD5 respecto a células CD4+CD25- 

silvestres,  mientras la población CD4+CD25+/hi responde de manera similar a las células 

silvestres (Figura 16b, panel superior).   

 

Los niveles reducidos de fosfo Akt observados de manera exclusiva en los timocitos 

“naive” CD4+CD25- deficientes de CD5, podrían explicar el incremento en la apoptosis 

observada de manera preferencial en esta población celular, dado que Akt esta 

involucrado en la supervivencia celular (222, 223).                     

 

 

 

 

 

 

 

 



 51 

 

 

 

 

 
 

Figura 16.  Análisis del nivel de activación de los timocitos aislados de ratones wt y CD5-/-, 

estimulados con CD3+CD28. (a) Se determinó la fosforilación basal de Erk, c-Cbl, PI3K y Akt en 

timocitos “naive” y Tregs de ratones wt y CD5-/-. Las células fueron teñidas con anticuerpos anti-
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CD4, CD8 y CD25 en combinación con anticuerpos para cada fosfo-proteína. La fosforilación basal 

se calculo restando la IMF de las muestras no estimuladas-IMF de la misma muestra no teñida.  (b) 

Timocitos “naive” y Tregs de ratones wt y CD5-/- fueron estimulados con CD3+CD28 y se determinó 

la fosforilación de Akt. Se muestra un experimento representativo.  Los paneles de la derecha 

muestran el incremento de la fosforilación de Akt que se calculo dividiendo IMF de las muestras 

estimuladas entre la IMF de las muestras no estimuladas. Las barras indican el error estándar 

(n=3-5 por grupo). *p < 0.1, **p < 0.05. 

 

 

Origen de las células CD4 +CD25+Foxp3 + 

 

El cultivo de órgano de timo fetal, es un sistema que permite analizar el desarrollo de las 

células T in vitro y consiste en el cultivo de lóbulos tímicos aislados de embriones 

murinos. Este cultivo permiten analizar el efecto de adicionar reagentes como inhibidores 

farmacológicos, anticuerpos neutralizantes, péptidos antigénicos y citocinas a las 

poblaciones tímicas en cultivo, sin la influencia de otros tipos celulares ajenos al 

microambiente tímico(224). 

 

Se emplearon cultivos de timo fetal para determinar el origen de las células reguladoras 

naturales aumentadas en el ratón deficiente de CD5. Se aislaron y cultivaron timos fetales 

de embriones de día 15 de gestación. Después de 8 días de cultivo, se observó un 

incremento en el porcentaje de células CD4+CD25+Foxp3+ en los FTOCs deficientes de 

CD5, en comparación con los FTOCs silvestres (3.54 ± 0.3% vrs 2.02 ± 0.32%; n=10, 

p<0.05) (Figura 17a-b). Esto demuestra que las células reguladoras naturales son 

derivadas del timo y no representan linfocitos T recirculantes de periferia, que han entrado 

nuevamente al timo(225). El incremento de las células CD25+Foxp3+ también se observa 

en la subpoblación de células DPs.   

 

De manera interesante, y similar a lo observado en timo adulto, el número absoluto de 

células CD4+CD25+Foxp3+ está incrementado de manera significativa en los FTOCs de los 

ratones CD5-/- (4.92 ± 0.89 x103 vrs 2.66 ± 0.62 x103; n=10, p<0.05) (Figura 17c), 

sugiriendo que las células nTregs se están generando de novo. Por otro lado el 

incremento del porcentaje de los timocitos Foxp3+, al igual que en timo adulto, se restringe 
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a la subpoblación positiva para CD25, respaldando la idea de que esta población 

efectivamente corresponde a células nTregs convencionales derivadas del timo.     

 

Los análisis de subpoblaciones realizadas en los FTOCs revelan una disminución 

significativa en la proporción de timocitos DPs (32.17 ± 2.27% vrs 53.65 ± 1.88%; n=10, p 

<0.001), incremento en los DNs (14.2 ± 0.82% vrs 9.94 ± 0.29%; p <0.001) y en las 

CD8SP (22.52 ± 1.43% vrs 12.13 ± 0.63%; n=10, p <0.001) (Figura 17d). Los números de 

timocitos DPs se encuentran significativamente reducidos en los FTOCs CD5-/- (198.36 ± 

21.98 x103 vrs 376.12 ± 23.38 x103; n=10, p<0.001), similar a lo observado en el timo  

CD5-/- adulto (ver Figura 15a-b). De manera interesante, los timocitos CD8SP se 

encuentran incrementados en los mismos cultivos (142.85 ± 17.57 x103 vrs 84.3 ± 5.3 

x103; n=10, p<0.005) (Figura 17e).  
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 Figura 17.  La ausencia de CD5 da lugar a un aumento en la generación de células 

CD4+CD25+Foxp3+ y afecta de manera diferencial otras subpoblaciones tímicas. Lóbulos tímicos 

fetales de embriones de d15 de gestación de ratones wt y CD5-/-  fueron cultivados durante 8 días 

en membrana de “millicell”. Los timocitos fueron aislados de los lóbulos tímicos, contados y teñidos 

con anti-CD4, CD8, CD25 y Foxp3. (a) Los dot-plots muestran el porcentaje de células CD25-

Foxp3+ y CD25+Foxp3+ dentro de la subpoblación CD4. Se muestra un experimento representativo.  

La gráfica representa (b) el porcentaje y (c) los números absolutos de timocitos Foxp3+ dentro de 

las poblaciones CD25- y CD25+. (d-e) Se muestran las subpoblaciones tímicas de los ratones wt y 

CD5-/-. Las gráficas representan (d) el porcentaje y (e) el número absoluto de células en cada 

subpoblación tímica. Los resultados son representativos de lóbulos en “pool” (3 lóbulos/”pool”) 

(n=10 “pools” por genotipo).  Las barras indican el error estándar. **p < 0.05,  ***p < 0.01. 

 

Finalmente, los análisis de apoptosis de los FTOCS CD5-/- también muestran un 

incremento en el porcentaje de células anexina-V+/ 7AAD+ (apoptosis tardía/necrosis) en  

timo total (7.61± 0.92% vrs 5.58± 0.46%, n=8-11 lóbulos p<0.05) y en la subpoblación de 
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timocitos DPs (4.36± 0.69% vrs 2.02 ± 0.18%, n= 8-11 lóbulos, p< 0.001) (Figura 18a-b), 

de manera similar a lo observado en el timo adulto de los ratones CD5-/-. 

 
 

Figura 18.  Aumento de la proporción de células apoptóticas  en FTOCs de ratones wt y CD5-/-.  (a) 

Timocitos aislados de FTOCs wt y CD5-/- fueron contados y teñidos anti-CD4, CD8, Anexina V y 7-

AAD. Los dot-plots muestran el porcentaje de timocitos totales en el cuadrante correspondiente. Se 

muestra un experimento representativo. (b) Porcentaje de células anexina v+ y 7-AAD+ en timo 

total y la subpoblacion DP. Los datos son representativos de 8-11 lóbulos por grupo.  Las barras 

indican el error estándar. **p < 0.05,  ***p < 0.01.   
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Análisis de células CD4 +CD25+Foxp3 + en los nódulos linfoides. 

Se analizó la presencia de Tregs en los órganos linfoides periféricos de los ratones CD5-/-. 

Como se muestra en la figura 19, los nódulos linfoides muestran un incremento 

significativo en la proporción (11.97 ± 0.27% vrs 9.84 ± 0.18%; n=8, p<0.001) (Figuras 

19a- b) y el número absoluto  de las células CD4+CD25+Foxp3+ (1.75 ± 0.1 x106 vrs 1.48 ± 

0.07 x106; n=8, p<0.1) (Figura 19c). 

De manera interesante, las células CD4+CD25-Foxp3+ de ratones deficientes de CD5 se 

encuentran incrementadas en porcentaje (3.57 ± 0.44% vrs 1.96 ± 0.07%; n=8, p<0.05)  y 

en números absolutos (0.53 ± 0.08 x106 vrs 0.29 ± 0.02 x 106; n=8,  p<0.05). Estas células 

Foxp3+ podrían ser consideradas como células T reguladoras adaptativas (226), una 

subpoblación de células reguladoras que pueden ser inducidas en periferia bajo 

condiciones particulares de exposición antigénica (227) o en presencia de citocinas 

particulares (137, 158). Sin embargo experimentos adicionales deben ser realizados para 

comprobar que esta población celular se induce efectivamente en periferia. 
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Figura 19.  Enriquecimiento de células CD4+CD25+Foxp3+ en los nódulos linfoides de ratones 

deficientes de CD5.  (a) Linfocitos T de ratones wt y CD5-/- de 8-10 semanas fueron aislados, 

contados y teñidos con anti-CD4, CD8, CD25 y Foxp3. Los dot-plots muestran el porcentaje de 

células CD25-Foxp3+ y CD25+Foxp3+ dentro de la subpoblación CD4. Se muestra un experimento 

representativo. La gráfica representa (b) el porcentaje y (c) los números absolutos de timocitos 

Foxp3+ dentro de las poblaciones CD25- y CD25+. Los datos son representativos de 4 

experimentos independientes. Las barras indican el error estándar (n=8 por grupo). **p < 0.05,  ***p 

< 0.01.    

 

Determinación de la capacidad supresora de las célu las reguladoras  

 

Para evaluar la función de las células Tregs generadas en ratones deficientes de CD5, se 

realizaron ensayos de supresión “in vitro”. Células T CD4+CD25- (“naive”) aisladas de 

nódulos linfoides y bazo de ratones silvestres fueron separadas electrónicamente y co-

cultivadas con células CD4+CD25+/hi (Tregs)  silvestres o deficientes de CD5, en relación 

1:1, en presencia de células presentadoras de antígeno y CD3 soluble. Tras 96 horas de 

cultivo, las células fueron pulsadas con timidina tritiada y se determino la proliferación de 

las células “naive” cultivadas en presencia o ausencia de las células T reguladoras. Como 

se muestra en la Figura 20, las células Tregs deficientes de CD5 suprimen la proliferación 

de las células “naive” silvestres, de manera similar a las células reguladoras silvestres.  

 

Se ha reportado que CD5 esta involucrado en la inducción de anergia “in vitro”  (58), esto 

sugiere la posibilidad que la expresión de CD5 podría ser requerida por las células “naive” 

en el proceso de supresión mediada por células T reguladoras. Para probar esta 

hipótesis, se realizaron ensayos de supresión en paralelo usando células “naive” 

deficientes de CD5. Nuestros resultados indican que estas células “naive” son 
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eficientemente suprimidas por células reguladoras silvestres y deficientes de CD5, 

indicando que CD5 no es requerido en las células “naive” para la supresión mediada por 

células T reguladoras. 

 

 

 

Figura 20.  Las células reguladoras de los ratones CD5-/- suprimen a las células “naive” silvestres y 

deficientes de CD5.  Células “naive” separadas electrónicamente de ratones wt o CD5-/- fueron co-

cultivadas con células de bazo irradiadas (como APCs), el co-cultivo se estimulo con CD3 soluble 

(10µg/ml).  Para los ensayos de supresión se adicionaron células T reguladoras en relación 1:1 con 

las células “naive”. La proliferación celular se determinó por incorporación de timidina [H]3. La 

función supresora se determino comparando la proliferación de las células “naive” solas (100%) y 

la proliferación obtenida en presencia de las células Tregs. Se adicionó IL-2 para revertir el fenotipo 

anergico de las células Tregs. Los datos son representativos de 5 experimentos independientes. 

Las barras indican el error estándar. **p < 0.05.    
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VI. DISCUSIÓN  

 

Inicialmente se caracterizó la expresión de CD5 en las nTregs y se demostró que las 

células CD4+CD25+Foxp3+ de timo y periferia poseen  niveles elevados de CD5. Dado 

que la expresión de CD5 está directamente relacionada con la intensidad de la señal del 

TCR durante el desarrollo de los timocitos (173), la alta expresión de CD5 en las nTregs 

es consistente con la noción de que estas células se seleccionan bajo interacciones de 

alta avidez. También se observo un incremento en la expresión de CD5 en la 

subpoblación de timocitos DPs que expresan Foxp3. Esta subpoblación que había sido 

identificada anteriormente, también posee niveles incrementados de CD25, CTLA-4 y 

GITR (145), sugiriendo que podrían tener capacidad supresora.   

 

Resultados obtenidos a partir de modelos TCR transgénicos, en donde la generación de 

nTregs específicas de antígeno es favorecida por la expresión del ligando agonista en 

células  del estroma tímico, han permitido proponer que las interacciones de alta avidez 

son requeridas para la selección de las nTregs (128, 129). De manera contraria, la 

generación de nTregs se ve reducida (131, 133) o bloqueada (130) en ratones que 

transducen señales de baja avidez  a través de su TCR. 

 

Por otro lado, el porcentaje de nTregs se ve aumentado, al incrementar las señales del 

TCR durante la selección, como en los ratones deficientes de SHP-1 (132) o al aumentar 

la avidez de la interacción TCR-péptido-MHC, en ratones transgénicos con expresión 

inducible del péptido agonista en células del estroma tímico (135). En estos estudios se 

argumenta que el enriquecimiento de las nTregs no es debido a que se estén generando 

“de novo” como consecuencia directa del incremento en la señal del TCR durante la 

selección, sino debido a una deleción selectiva de las células “naive”, debido 

aparentemente a que éstas son más sensibles a la muerte inducida por ligando, que las 

células reguladoras naturales.  

 

Como se ha demostrado que CD5 regula de manera negativa las señales del TCR 

durante la selección de los timocitos, investigamos su contribución durante el desarrollo 

de las células  reguladoras naturales. Nuestros resultados muestran un incremento en el 
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porcentaje de células CD4+CD25+Foxp3+ en el timo de los ratones deficientes de CD5 

respecto al observado en ratones silvestres.  Este resultado es similar al enriquecimiento 

de nTregs reportado en ausencia de SHP-1 otro regulador negativo del TCR (132). Sin 

embargo y contrario a este reporte, nuestros resultados muestran un incremento no solo 

en el porcentaje sino también en los números absolutos de nTregs generadas en timo 

adulto y en cultivos de timo fetal deficientes de CD5. Los datos obtenidos sugieren que en 

ausencia de CD5, el aumento de la avidez de las señales trasducidas a través del TCR 

favorecen la generación de las células T reguladoras, respaldando el rol de las señales de 

alta avidez en el desarrollo de las nTregs.  

  

Por otro lado, nuestros resultados muestran que en ausencia de CD5, el incremento en la 

proporción de nTregs es acompañado por una reducción de las células “naive” (no 

reguladoras) que resulta en la alteración de la relación células “naive”: nTregs, similar a lo 

observado en ratones deficientes de SHP-1, otro regulador negativo de la señal del TCR 

(132) y en ratones transgénicos condicionales para MCC (135). El análisis de apoptosis 

realizado en células “naive” y Tregs de ratones silvestres y CD5ko confirma que la 

ausencia de CD5 mantiene a las células “naive” susceptibles a la muerte celular  mientras 

las células T reguladoras muestran cierta resistencia a la misma. Esto explica la alteración 

de la relación células “naive”: Tregs que se observa en ratones deficientes de CD5. 

 

La deficiencia de CD5 afecta también afecta otras poblaciones celulares del timo, tal como 

lo demuestra el alto porcentaje de timocitos en apoptosis tardía/necróticos en estadio DP, 

CD4 y CD8, observados en el timo adulto y en los FTOCs de los ratones CD5ko.   

 

Además del papel de CD5 como modulador de la señal del TCR, existe evidencia que 

sugiere su participación en supervivencia celular. En este contexto, la co-ligación de CD3 

y CD5 en timocitos DPs resulta en un aumento de la expresión de Bcl-2 (203), una 

molécula que protege a los timocitos de múltiples estímulos apoptóticos y aumenta la 

supervivencia de los timocitos DPs  en ausencia de señales de selección positiva  (228). 

Experimentos “in vitro”  demuestran que células CD4+ activadas que carecen de la 

expresión de CD5 son más susceptibles a la muerte celular inducida por activación en un 

modelo de encefalomielitis experimental autoinmune (229). De manera adicional, la 

expresión de CD5 protege a los linfocitos T citotóxicos de la muerte celular inducida por 
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células tumorales autólogas a través de la disminución de la expresión de FasL e 

inhibición de la caspasa 8 (230).   

 

Datos recientes proveen información acerca de los mecanismos moleculares por los 

cuales CD5 participa en la supervivencia celular, estos podrían involucrar a la cinasa de 

serina/treonina Caseina Cinasa II (CKII), una molécula que juega un papel crucial en la 

supervivencia celular y la apoptosis (231). Células T CD4+ deficientes de CD5 así como 

células T CD4+ que expresan una mutante de CD5 desprovista del sitio de unión para 

CKII, son más susceptibles a la inducción de apoptosis que células que expresan la 

molécula silvestre de CD5, en respuesta a estimulación prolongada con anti-CD3 (232). A 

pesar del efecto protector de apoptosis reportado para CD5 en linfocitos T maduros, no se 

ha explorado el posible papel de CD5 en prevenir la apoptosis de los timocitos en 

desarrollo.    

 

Con el fin de determinar las señales moleculares implicadas en la selección de las nTregs 

en ausenta de CD5, se evaluó bajo condiciones basales y tras estimulo CD3+CD28  la 

fosforilación, de ERK1/2, c-Cbl, PI3K y Akt, efectores importantes de las señales del TCR. 

Observamos un incremento en la fosforilación basal de ERK y c-Cbl en las nTregs de 

ratones silvestres y deficientes de CD5, comparado con las células “naive” propias de 

cada ratón, lo cual confirma que las nTregs se han seleccionado  bajo condiciones de alta 

avidez. Al analizar la población de nTregs de los ratones CD5ko observamos que los 

niveles de p-Erk están aumentados, respecto a las células nTregs de ratone silvestres. De 

manera, contraria la fosforilación basal  de PI3K y Akt se encuentra aumentada en la 

población de células “naive” de los ratones deficientes de CD5 respecto a las células 

“naive” de ratones silvestres. 

 

De manera interesante, tras la estimulación CD3+CD28, las células “naive” deficientes de 

CD5 muestran niveles reducidos de Akt respecto al observado en células silvestres. Esta 

baja respuesta se restringe a la población CD4+CD25-, dado que las células CD4+CD25+/hi 

de ratones CD5-/- y silvestres responden de manera similar. Este resultado co-rrelaciona 

con la disminución de células CD4+CD25-Foxp3- y el incremento en el porcentaje de 

timocitos en apoptosis tardía/necrosis, observada en ratones CD5-/-. En este contexto, se 

ha descrito el papel de Akt en la supervivencia de los timocitos (233, 234) a través de la 

inducción de miembros de la familia de Bcl-2 como Bcl-XL (235) y A1 (236). 
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Análisis de los FTOCs CD5-/- muestran un incremento en los timocitos CD8SP, sugiriendo 

un rol potencial de CD5 en el compromiso a lineaje. Esta hipótesis es sugerida por un 

reporte previo de donde se muestra que la co-ligación de CD3 y CD5 induce la 

diferenciación de timocitos DP hacia el lineaje CD4 (203).  

 

Finalmente, y dado que se ha reportado la participación de CD5 en la inducción de 

anergia (237), investigamos la  función de las nTregs derivadas de los ratones CD5-/-, 

demostrando que éstas pueden suprimir la proliferación de células “naive” deficientes de 

CD5 y silvestres. Esto es de gran importancia, ya que encontramos que las células “naive” 

CD5-/- proliferan mucho mas que las células silvestres, cuando son cultivadas con APCs y 

anti-CD3. Esta hiperproliferación ya se había observado (206) y apoya el papel de CD5 

como regulador negativo de la señal del TCR  también en células T maduras.   

 

De manera adicional, este trabajo provee nueva evidencia que propone un rol de CD5 en 

la supervivencia de los timocitos, a través de un mecanismo, que incluye la fosforilación 

de Akt.  
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VII. CONCLUSIONES 

 

A partir de los resultados obtenidos con este trabajo podemos concluir que:  

 

La alta expresión de CD5 puede ser considerada como una característica del fenotipo de 

las células T reguladoras. 

 

CD5 protege de la apoptosis a los timocitos en desarrollo y en particular a las células CD4 

“naive”, mediante un mecanismo que incluye la activación de Akt. 

    

La deficiencia de CD5 da lugar a un aumento en el porcentaje y el número absoluto de las 

células T reguladoras CD4+CD25+Foxp3+ en  timo adulto y en nódulos linfoides, que 

puede ser atribuido a: 

  

1. Una mayor generación de células T reguladoras de novo, en ausencia de CD5 mas 

timocitos se comprometen al linaje regulador por un aumento en la avidez de las señales 

que reciben durante su desarrollo. 

2. En ausencia de CD5, las señales de alta avidez inducen la apoptosis preferencial de 

células “naive”, mientras las Tregs se mantienen resistentes a estas señales, lo que se 

traduce en una alteración en la relación células “naive”:Tregs. 

 

La presencia de CD5 no es requerida para la función supresora de las células T 

reguladoras, ni en las células efectoras que son blanco de supresión.   

 

 

VIII. PERSPECTIVAS 

 

Analizar la generación de las células T reguladoras en ratones deficientes de CD5 que 

expresen un TCR transgénico y que se seleccionen bajo interacciones de alta avidez. 

 

Determinar los mecanismos a través de los cuales CD5 protege a los timocitos de la 

apoptosis. 
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Increased numbers of thymic and peripheral CD41

CD251 Foxp31 cells in the absence of CD5 signaling
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It has been suggested that high affinity/avidity interactions are required for the thymic

selection of naturally occurring Treg cells. Here, we investigated the role of CD5, a negative

regulator of TCR signaling, in the selection and function of ‘‘naturally occurring’’ CD41

CD251 Treg (nTreg)AQ1 . Analysis of CD5�/� mice showed a significant increase in the

percentage and absolute numbers of CD41 CD251 Foxp31 thymocytes and peripheral

T lymphocytes, compared with Balb/c mice. Thymi from CD5�/� mice showed reduced

cellularity due to increased apoptosis, which preferentially affected naı̈ve T cells. To

characterize nTreg selection at the molecular level we investigated the phosphorylation of

Erk, c-Cbl, PI3K and AktAQ2 . CD5�/� nTreg showed increased basal levels of p-Erk compared

with wild-type nTreg. Interestingly, in response to CD3 plus CD28 costimulation, CD5�/�

naı̈ve T cells but not CD5�/� nTreg showed lower levels of p-Akt. Finally, CD5�/� nTreg

were thymus-derived and fully functional. We conclude that the enrichment of nTreg

observed in the absence of CD5 signaling is due to de novo generation of nTreg and

selective reduction of CD41 CD25� naı̈ve thymocytes. Furthermore, we provide new

evidence supporting a potential role of CD5 in thymocyte survival, through a mechanism

that may involve the phosphorylation of Akt.

Key words: CD5 . Development . Treg cells . Signaling . Thymocyte

Introduction

The maintenance of immunological self-tolerance is a funda-

mental property of the immune system besides the clearance of

pathogenic agents. Central and peripheral mechanisms exist to

ensure the elimination or inactivation of potentially harmful

autoreactive T cells. Negative selection in the thymus induces the

deletion of most self-reactive T-cell clones during T-cell develop-

ment [1]. However, some autoreactive T cells escape from clonal

deletion and need to be controlled by peripheral mechanisms

including peripheral T-cell deletion by activation-induced cell

death [2], T-cell anergy [3] and T-cell-mediated suppression [4].

Recently, non-deletional mechanisms of central tolerance have

been re-evaluated, such as the development of thymus-derived Treg

cells [5]. These cells are currently known as ‘‘naturally occurring’’

CD41 CD251 Treg (nTreg), which represent a small population

(5–10%) of peripheral CD41 T cells and are characterized by high

levels of surface CD25 (IL-2aR) and by the expression of Foxp3, a
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transcription factor identified as a key regulator of nTreg-cell devel-

opment and function [6]. In addition, nTreg also express activation

markers such as CTLA-4, GITR, CD62L, OX40 and CD103 [7, 8].

nTreg were first studied for their role in maintaining self-toler-

ance [9], preventing autoimmune diseases [10] and the develop-

ment of harmful immunopathological responses [11]. However,

nTreg can also participate in modulating adaptive immunity to

viruses, bacteria and parasites affecting favorably or detrimentally

the outcome of immune responses to infections [12, 13].

The mechanisms of suppression used by Treg cells include

production of immunosuppressive cytokines, such as TGF-b and IL-

10, as well as cell–cell contact inhibition, mostly mediated by CTLA-

4 [14]. In addition, new mechanisms of suppression have recently

been described including cytokine deprivation [15] and regulation

of migration of effector T cells to the site of infection [12].

The molecular signals involved in thymic Treg development still

remain under controversy. It has been proposed that high avidity

interactions are required for Treg selection based on transgenic

models showing the generation of antigen-specific Treg, which

develop in the presence of the agonist ligand expressed on thymic

stromal cells [16, 17]. Furthermore, recent data showed that mice

with reduced signaling through LAT/PLC-g1 [18] or abrogation of

the Raf/Mek/Erk pathway signaling [19], resulted in the absence or

reduction of nTreg, respectively. In addition, an enrichment of

nTreg is observed in the absence of the negative regulator of TCR

signaling, (SH2) domain-containing phophatase-1 (SHP-1) [20]

and under conditions of decreased GITR-mediated signaling [21].

However, van Santen et al. [22] proposed that the enrichment of

nTreg observed under conditions of high avidity is a result of

preferential deletion of non-Treg, while CD41 CD251 thymocytes

appear to be less sensitive to agonist-induced clonal deletion.

Finally, other signals involved in the generation and/or

maintenance of nTreg development include costimulatory mole-

cules such as CD28 and B7 [23, 24] and cytokines such as IL-2,

IL-7 [25], IL-15 [26] and TSLP [27].

CD5 is a 67kDa type I membrane glycoprotein expressed on

thymocytes, mature T cells [28] and a subset of B cells (B1a) [29]. It

physically associates with the TCR [30] and the B-cell receptor [31]

and functions as positive or negative regulator of antigen receptor

signaling, depending on the cell type analyzed and its maturation

stage [32]. Upon CD3 ligation, the CD5 cytoplasmic tail becomes

phosphorylated leading to the likely recruitment of p56lck [33], PI3K

[34], proto-oncoprotein c-Cbl, ras GTPase-activating protein [35] and

SHP-1 [36]. In addition, CD5 ligation allows the activation of casein

kinase II, which is constitutively associated to its cytoplasmic tail

[37–39], as well as activation of protein kinase C by a phosphati-

dylcholine-specific phospholipase C-dependent pathway [40]. Early

in vitro studies indicated that CD5 acts as a costimulatory molecule

for T-cell activation [41, 42]. In contrast, it has also been proposed

that CD5 can negatively regulate TCR-mediated signaling, since

thymocytes from CD5�/� mice are hyperresponsive to stimulation

through the TCR, leading to increased proliferation, Ca21 mobiliza-

tion and tyrosine hyperphosphorylation of PLC-g1, TCR-z, p36/LAT

and Vav [43]. Although initial studies on CD5�/� mice did not reveal

major defects in T-cell development [44], further analysis using TCR

transgenic mice showed that CD5 can influence the outcome of

thymocyte selection depending on the avidity of the TCR-peptide/

MHC interaction. Thus, in the absence of CD5, thymocytes with high

affinity TCR were negatively selected, likely due to increased TCR-

mediated signaling [43, 45].

Since selection of nTreg appear to require high affinity/avidity

interactions [46], we hypothesized that CD5 might be involved in

their generation. Here, we describe that the absence of CD5 leads

to increased numbers of thymic and peripheral nTreg, accom-

panied by increased cell death of naı̈ve thymocytes. In addition,

we demonstrate that CD5�/� nTreg are thymus derived and are

capable of efficiently suppressing WT and CD5�/� naı̈ve

T lymphocytes. Finally, we show that in the absence of CD5,

phosphorylation of Akt is impaired in CD5�/� naı̈ve thymocytes,

supporting the role of CD5 in thymocyte survival.

Results

CD41 CD251 Foxp31 cells express higher levels of CD5
surface expression than CD41 CD251 Foxp3� cells

The development of nTreg appears to require high avidity interac-

tions between TCR and self-peptide MHC complexes during

thymocyte differentiation [16, 47] The surface expression of some

molecules, such as CD5, are directly related to pre-TCR and TCR

signaling intensity during selection events [48]. Previous work has

shown the up-regulation of CD5 in CD41 CD251 thymocytes from

TCR transgenic [4, 47] and WT mice [49, 50], compared with CD41

CD25� thymocytes. To further characterize the expression of CD5

during development of nTreg in the thymus, we examined CD5

expression in CD251 thymocytes within the double-positive (DP) and

CD4 single positive (SP AQ3) subpopulations, also including the Foxp3

marker, which is the most specific marker for nTreg [6].

CD41 CD251 Foxp31 thymocytes showed increased levels of CD5

compared with their CD41 CD251 Foxp3� counterparts

(Fig. 1A, lower panel) (MFI 1142.61738.9 versus 299.46714.46;

n 5 4, pr0.01). Interestingly, among DP thymocytes, CD251 Foxp31

also expressed higher levels of CD5 than Foxp3- cells (MFI

1184.50731.96 versus 278.98714.77; n 5 4, pr0.01) (Fig. 1A,

upper panel). When we analyzed peripheral lymph node cells, we

also found enhanced CD5 expression in CD41 CD251 Foxp31 cells

compared with CD41 CD251 Foxp3� T lymphocytes (MIF

867.29718.89 versus 336.5171.36; n 5 4, pr0.01) (Fig. 1B). The

data obtained from thymic and peripheral Treg are summarized in

Fig. 1C. These results indicate that high levels of CD5 are a

characteristic feature of nTreg, as previously reported for CD41

CD251/hi T cells.

CD5 deficiency leads to an enrichment of CD41 CD251

Foxp31 cells in the thymus

To investigate the potential role of CD5 expression in the generation

of nTreg, we quantified the presence of CD251 Foxp31 thymocytes
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within the CD4 SP subpopulation (Fig. 2A–C). Interestingly, analysis

of nTreg in CD5�/� mice (8–10-wk-old) revealed an increase in the

percentage of CD41 CD251 Foxp31 T cells in CD5�/� mice

compared with WT mice (5.0170.20% versus 3.6870.26%; n 5 8,

pr0.01) (Fig. 2B). Furthermore, absolute cell numbers of CD41

CD251 Foxp31 T cells were also increased in CD5�/� thymi

(621.09787.28�103 versus 404.65733.75�103, n 5 8, pr0.05)

(Fig. 2C), suggesting that CD5 signals are relevant to nTreg

development.

Thymocyte subpopulations are affected in the absence
of CD5

Analysis of 12-wk-old CD5�/�mice showed a significant decrease

in thymocyte cell numbers compared with WT mice (4374�106

versus 11779� 106; n 5 8, pr0.01, data not shown). Determina-

tion of thymocyte subpopulations from these mice showed a

higher percentage of double negative cells (8.671.7% versus

3.870.52%, n 5 8, pr0.05), a reduction in the percentage of DP

cells (57.575.6% versus 75.772.6%; n 5 8, pr0.05) and a slight

increase in CD8 SP (4.770.52% versus 3.170.3%; n 5 8,

pr0.05), without significant changes in the proportion of CD4

SP cells (Fig. 3A). Furthermore, absolute cell numbers within

each subpopulation were differentially affected, showing a

dramatic loss of DP cells (25.473.8� 106 versus

88.977.8�106; n 5 8, pr0.01) (Fig. 3B), which may mostly

account for the reduced cellularity observed in CD5�/� thymi. In

addition, numbers of CD4 SP and CD8 SP thymocytes were also

reduced. This significant reduction in thymic cellularity at 12 wk

of age also affected the numbers of nTreg, which at this age were

not significantly increased in number (Fig. 3C). However, when

we compared the numbers of naı̈ve (CD41 CD25� Foxp3�) and

Treg (CD41 CD251 Foxp31) present in WT and CD5�/�mice, we

found that the ratio naı̈ve:Treg was significantly decreased in

CD5�/� mice compared with WT mice (18.3671.41 versus

25.9971.88, n 5 8, pr0.05), indicating that naı̈ve T cells, but

not Treg, are preferentially reduced in the absence of CD5.

Interestingly, the ratio naı̈ve:Treg ratio was already significantly

decreased in 8-wk-old CD5�/� mice (16.7670.94 versus

23.1171.74; n 5 8, pr0.01) (Fig. 2D).

CD5�/� mice show reduced thymus cellularity due to
increased apoptosis

The observation that CD5�/� deficient thymocytes are hyper-

responsive to TCR-mediated signaling [43] and the fact that high

avidity interactions lead to thymocyte cell death [1] suggested to us

the possibility that reduced cell numbers in CD5�/� thymus was due
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Figure 1. CD41 CD251 Foxp31 cells express higher levels of CD5 than CD41 CD251 Foxp3� cells. (A) Thymocytes and (B) lymph node cells from 10-
wk-old WT mice were isolated and stained with antibodies to CD4, CD8, CD25, CD5 and Foxp3. CD5 surface levels are represented as MFI values,
from gated CD251 Foxp3� (grey shaded) and CD251 Foxp31 cells (open line) in the indicated subpopulation. A representative experiment is shown
(C). The graph represents CD5 expression in the indicated subpopulation. Mean values1SEM are shown (n 5 4). Statistically significant values are
marked as ���pr0.01.

Eur. J. Immunol. 2009. 39: 1–15 Molecular immunology 3

& 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.eji-journal.eu

Journal: EJI Issue Number 8 Manuscript Number 2008-39053 Figures nil
eji  39053



UNCORRECTED P
ROOF

to increased apoptosis. To test this hypothesis, we performed

apoptosis analysis in WT and CD5�/� thymi using Annexin-V and

7-AAD staining (Fig. 4A–C). Figure 4A shows a representative

experiment. As shown in Fig. 4B, an increased percentage of late

apoptotic/necrotic (Annexin V1/7AAD1) thymocytes was observed

in CD5�/� mice compared with WT mice (3.3670.36% versus

1.9670.16%; n 5 5, pr0.05). Interestingly, subpopulation analysis

revealed that apoptosis was enhanced not only in DP (1.770.08%

versus 0.970.09%; n 55, pr0.01) but also in CD4 SP (5.5670.64%

versus 2.7470.35%; n 5 5, pr0.05) and CD8 SP (8.5271.2% versus

3.370.23%; n 5 5, pr0.05) thymocytes. We also observed a discrete

increase, although not significant, in the percentage of early apoptotic

cells (Annexin V1/7AAD�) in CD5�/� thymocytes (Fig. 4A,

representative experiment).

To further investigate the induction of apoptosis in nTreg, we

performed similar experiments after staining with anti-CD4, anti-

CD8 and anti-Foxp3 specific antibodies. As shown in Fig. 4C,

analysis of CD41 Foxp31 (Treg) and CD41 Foxp3� (naı̈ve) gated

subpopulations showed that only naı̈ve T cells (3.6770.17%

versus 4.7870.37%; n 5 4, pr0.01) undergo significantly

increased early apoptosis (identified by Annexin V1 7AAD�

staining) in the absence of CD5. Unexpectedly, early apoptosis of

nTreg appeared slightly diminished in freshly isolated CD5�/�

nTreg (2.370.34% versus 3.470.32%; n 5 4, pr0.1), compared

with WT nTreg. In addition, a slight decrease in the percentage of

late apoptotic (Annexin V1 7AAD1) CD5�/� nTreg compared

with WT nTreg was also detected (Fig. 4C; representative

experiment), although the difference did not reach statistical

significance (data not shown).

Moreover, to confirm the Annexin/7AAD results, we also

performed analysis of active Caspase 3 in response to CD3 plus

CD28 crosslinking, which has been previously used as an indi-

cator of thymocyte cell death induced during negative selection

[51]. As shown in Fig. 4D, the percentage of thymocytes with
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Figure 2. Increased proportion and numbers of CD41 CD251 Foxp31 cells in the thymus of CD5�/�mice. (A) Thymocytes from 8–10-wk-old WT and
CD5�/�mice were isolated, counted and stained with antibodies to CD4, CD8, CD25 and Foxp3. Dot plots show the percentage of CD25� Foxp31 and
CD251 Foxp31 cells in gated CD4 SP cells. A representative experiment is shown. Graphs represent (B) the percentages and (C) absolute cell
numbers of Foxp31 thymocytes, among CD25� or CD251 cells (D). The ratio of naı̈ve:Treg cells is shown and was calculated by dividing the absolute
cell numbers of naı̈ve CD41 Foxp3� thymocytes by CD41 Foxp31 thymocytes. Data presented are representative of four independent experiments.
Mean values1SEM are shown (n 5 8 per group). Statistically significant values are marked as ��pr0.05, ���pr0.01.
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active Caspase 3 was significantly higher in CD5�/� naı̈ve

thymocytes compared with WT naı̈ve thymocytes (16.5970.8%

versus 12.4570.41%; n 5 4, pr0.01), while the percentage of

nTreg positive for active Caspase 3 was lower in CD5�/� mice

compared with WT mice (4.0170.73% versus 7.2470.83%;

n 5 4, pr0.05).

Intracellular TCR-mediated signaling in CD5�/�

thymocytes

In order to analyze the signaling pathways involved in the

enrichment of nTreg and the increased apoptosis observed in

naı̈ve CD5�/� thymocytes, we performed phosphorylation analy-

sis of WT and CD5�/� thymocytes under basal conditions or after

CD3 plus CD28 crosslinking. As shown in Fig. 5A, under basal

conditions CD41 CD251/hi from CD5�/� mice showed significant

increased levels of phosphorylated Erk, compared with WT CD41

CD251/hi thymocytes (Fig. 5A, upper left panel). In contrast,

increased basal phosphorylation of PI3K and Akt was observed in

CD5�/� CD41 CD25� thymocytes, compared with WT CD41

CD25� thymocytes (Fig. 5A, lower panels). Interestingly, after

CD3 plus CD28 crosslinking, CD41 CD25� thymocytes from

CD5�/� mice were impaired in their ability to phosphorylate Akt,

compared with CD41 CD25� WT thymocytes (Fig. 5B, upper

panels). In contrast CD41 CD251/hi thymocytes from CD5�/�

mice were able to induce similar phosphorylation of Akt,

compared with WT CD41 CD251/hi thymocytes (Fig. 5B, lower

panels), although the level of phosphorylation was always lower

than that seen in CD41 CD25� cells. The decreased levels of p-Akt

in response to CD3 plus CD28 crosslinking observed in CD41

CD25� thymocytes from CD5�/� mice might explain the

increased thymocyte cell death observed CD5�/� naı̈ve thymo-

cytes, as Akt has been shown to be involved in cell survival,

reviewed in [52, 53].

CD41 CD251 Foxp31 cells from CD5�/� mice are
thymus derived

In order to determine the origin of the increased nTreg in CD5�/�

mice, we performed fetal thymic organ cultures (FTOC), from

day E15 thymi. In the absence of CD5, an increased percentage of

CD41 CD251 Foxp31 are generated at day 8 of culture,

compared with WT FTOC (3.5470.3% versus 2.0270.32%;

n 5 10, pr0.05), (Fig. 6A and B), demonstrating that nTreg are

thymus derived and do not represent recirculating peripheral

T cells homing to the thymus [54, 55]. This increase

in CD251 Foxp31 cells was also seen in the DP subpopulation

(data not shown). Interestingly, similar to what was observed in
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Figure 3. Effect of CD5 deficiency in thymocyte subpopulations. Thymocytes from 12-wk-old WT and CD5�/� mice were isolated, counted and
stained with antibodies to CD4, CD8, CD25 and Foxp3. Graphs represent the (A) percentage, (B) absolute cell numbers of each thymocyte
subpopulation. (C) Analysis of Foxp31 thymocytes, among CD4 SP CD25� or CD4 SP CD251 cells. (D) The ratio naı̈ve:T Reg cell is shown and was
calculated as in Fig. 2. Data presented are representative of three independent experiments. Mean values1SEM are shown (n 5 8 per group).
Statistically significant values are marked as ��pr0.05, ���pr0.01.
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Figure 4. CD5�/� naı̈ve thymocytes undergo increased apoptosis. (A) Thymocytes from 12-wk-old WT and CD5�/�mice were isolated, counted and
stained with anti-CD4, anti-CD8, Annexin-V and 7-AAD. Dot plots show the percentage of total thymocytes in the corresponding quadrant. A
representative experiment is shown. (B) Percentage of Annexin V1 and 7-AAD1 cells in total thymocytes or in DP, CD4 SP, and CD8 SP
subpopulations. Data presented are representative of three independent experiments. Mean values1SEM are shown (n 5 5 per group). For naı̈ve
and Treg cell apoptosis analysis thymocytes were stained with anti-CD4, anti-CD8, anti-Foxp3, Annexin V and 7-AAD. (C) Gated CD41 Foxp3-

(naı̈ve) and CD41 Foxp31 (Treg) subpopulations were analyzed for Annexin V and 7AAD. The numbers indicate the percentage of cells in the
corresponding quadrant. A representative experiment is shown. The graph in the lower panel represents the summary of experiments. (D) Active
Caspase 3 was determined in stimulated, naı̈ve and Treg from Balb/c or CD5�/� mice. Untreated and irradiated thymocytes from Balb/c mice were
used as negative and positive controls for apoptosis, respectively. Thymocytes were stimulated overnight with anti-CD3 plus anti-CD28 and
stained with antibodies to CD4, CD8, Foxp3 and anti-active Caspase 3. A representative experiment is shown. The numbers in each histogram
represent the percentage of active Caspase 3-positive cells. The graph in the lower panel represents the summary of experiments. Data presented
are representative of three independent experiments. Mean values1SEM are shown (n 5 8–10 per group). Statistically significant values are marked
as �pr0.1, ��pr0.05, ���pr0.01.
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adult thymus, numbers of CD41 CD251 Foxp31 thymocytes

were significantly increased in FTOC from CD5�/�

mice (4.9270.89�103 versus 2.6670.62� 103; n 5 10,

pr0.05) (Fig. 6C), suggesting de novo generation of

nTreg. Moreover, similar to what was observed in adult thymus,

the increase in the percentage of Foxp31 thymocytes was

restricted to the CD251 subpopulation, supporting the

notion that these cells are indeed thymus-derived conventional

nTreg.

In addition, subpopulation analysis from day 8 CD5�/� FTOC

revealed a significant decrease in the proportion of DP

(32.1772.27% versus 53.6571.88%; n 5 10, pr0.01), and an
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Figure 5. Thymocytes from Balb/c and CD5�/� mice show different phosphorylation profiles in basal state and in response to CD3/CD28
stimulation. (A) Basal phosphorylation of Erk, c-Cbl, PI3K and Akt was determined in CD41 CD25� naı̈ve T cells and CD41 CD251/hi nTreg from WT
and CD5�/� mice. Cells were stained with antibodies to CD4, CD8, and CD25 in combination with antibodies to each phospho-protein. Basal
phosphorylation was calculated as the MFI from unstimulated stained samples–MFI from the same unstained sample, for each population. (B) CD4
1 CD25� naı̈ve and CD41 CD251/hi T cells from WT and CD5�/� Balb/c mice were unstimulated or stimulated with anti-CD3 plus anti-CD28
antibodies. Phosphorylation of Akt was determined as described in the Materials and methods. A representative experiment is shown. Right panels
show MFI increment of Akt phosphorylation and was calculated as follows: MFI increment 5 MFI from stimulated samples/MFI from unstimulated
stained sample. Mean values1SEM are shown (n 5 3–5 per group). Asterisks indicate �pr0.1, ��pr0.05.
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increase in double negativesAQ4 (14.270.82% versus 9.9470.29%;

pr0.01) and CD8 SP (22.5271.43% versus 12.1370.63%;

n 5 10, pr0.01) (Fig. 6D). In addition, numbers of DP thymo-

cytes were significantly reduced in CD5�/� FTOC,
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Figure 6. The absence of CD5�/� mice results in increased generation of CD41 CD251 Foxp31 cells and affects differentially other thymocyte
subpopulations. Fetal thymic lobes from WT and CD5�/� E15 embryos (day 0) were cultured for 8 days on millicell membranes. Thymic lobes were
then removed from the culture; thymocytes were isolated, counted and stained with antibodies to CD4, CD8, CD25 and Foxp3. (A) Dot plots show
the percentage of CD25� Foxp31 and CD251 Foxp31 cells in gated CD4 SP cells. A representative experiment is shown. Graphs represent the (B)
percentages and (C) absolute cell numbers of Foxp31 thymocytes among CD25� or CD251 cells. (d and e) Thymocyte subpopulations from WT and
CD5�/� mice were analyzed. The graphs represent (D) percentage and (E) absolute cell numbers of each thymocyte subpopulation. Results are
representative of pooled lobes (3 lobes/pool) (n 5 10 pools per genotype). Mean values1SEM are shown. Statistically significant values are marked
as ��pr0.05, ���pr0.01.
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(198.36721.98�103 versus 376.12723.38�103; n 5 10,

pr0.01), similar to what was found in adult CD5�/� thymus

(see Fig. 3). Interestingly, CD8 SP thymocytes were

increased in the same cultures (142.85717.57�103 versus

84.375.3�103; n 5 10, pr0.05) (Fig. 6E), suggesting a

potential role of CD5 in lineage commitment. This possibility

was already suggested by a previous report by Zhou et al.

[56] showing that co-ligation of CD3 and CD5 induced

the differentiation of DP thymocytes towards the CD4 lineage

[56].

Finally, apoptosis analysis also showed an increased percen-

tage of Annexin V1/7AAD1 (late apoptotic/necrotic) cells in total

thymocytes (7.6170.92% versus 5.5870.46%, n 5 8–11 lobes;

pr0.05) and the DP subpopulation (4.3670.69% versus

2.0270.18%, n 5 8–11 lobes, pr0.01) in CD5�/� FTOC

compared with WT FTOC (Fig. 7A and B). In addition, similar to

the adult CD5�/� thymus, early apoptosis was also slightly

enhanced in CD5�/� thymocytes (Fig. 7A, representative

experiment).

CD5�/� mice show an increase in CD41 CD251 Foxp31

lymph node T lymphocytes

We also analyzed the presence of nTreg in the periphery of CD5�/�

mice. As shown in Fig. 8, analysis of lymph node cells showed a

significant increase in the proportion (11.9770.27% versus

9.8470.18%; n 5 8, pr0.01) (Fig. 8B) and cell numbers

(1.7570.1�106 versus 1.4870.07� 106; n 5 8, pr0.1)

(Fig. 8C) of CD41 CD251 Foxp31 nTreg. Similar results were

observed in T lymphocytes isolated from spleen (data not shown).

Interestingly, CD41 CD25� Foxp31 T cells were also increased in

CD5 �/� mice both in percentage (3.5770.44% versus 1.9670.07%;

n 5 8, pr0.05) and absolute cell numbers (0.5370.08� 106 versus

0.2970.02�106; n 5 8, pr0.05) (Fig. 8B and C).

CD41 CD251/hi cells from CD5�/� mice suppress CD41

CD25� T-cell responses

Next, to assess the function of nTreg from CD5�/�mice, we performed

standard ‘‘in vitro’’ suppression assays. Briefly, electronically sorted CD4
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Figure 7. Enhanced proportion of apoptotic cells in thymocytes from
CD5�/� FTOC. (A) Thymocytes isolated from WT and CD5�/� FTOC (as
described in Fig. 6) were counted and stained with anti-CD4, anti-CD8,
Annexin V and 7-AAD. Dot plots show the percentage of total
thymocytes in the corresponding quadrant. A representative experi-
ment is shown. (B) The graph shows the percentage of Annexin V1/7-
AAD1 (late apoptotic/necrotic) cells within total thymocytes and the
DP subpopulation. Results are representative of 8–11 lobes per group.
Data represent mean values1SEM. Statistically significant values are
marked as ��pr0.05, ���pr0.01.

Figure 8. Enrichment of CD41 CD251 Foxp31 cells in peripheral lymph
nodes of CD5�/� mice. (A) Lymphocytes from 8–10-wk-old WT and
CD5�/� mice were isolated, counted and stained with antibodies to
CD4, CD8, CD25 and Foxp3. Dot plots show the percentage of CD25�

Foxp31 and CD251 Foxp31 cells in gated CD4 SP cells. A representative
experiment is shown. The graphs represent the (B) percentages and (C)
absolute cell numbers of Foxp31 thymocytes among CD25� or CD251

cells. Data presented are representative of four independent experi-
ments. Mean values1SEM are shown (n 5 8 per group). Statistically
significant values are markerd as �pr0.1, ��pr0.05, ���pr0.01.
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1 CD25� (naı̈ve) T cells from WT or CD5�/� mice were co-cultured

with CD41 CD251/hi T cells from WT or CD5�/� mice (1:1 ratio) and

T-cell proliferation of naı̈ve T cells was measured in response to CD3

crosslinking. As shown in Fig. 9, Treg cells from CD5�/� mice

suppressed the proliferation of WT naı̈ve T cells, similar to WT nTreg.

The observation that CD5 is involved in induction of T-cell

unresponsiveness ‘‘in vitro’’ [57] suggested the possibility that

CD5 expression would be required in naı̈ve cells for Treg-medi-

ated suppression. Therefore, we performed parallel suppression

assays using naı̈ve CD5�/� T cells. Both WT and CD5�/� CD41

CD251/hi T cells efficiently inhibited proliferation of naı̈ve CD41

CD25� CD5�/� T lymphocytes, indicating that CD5 is not

required for Treg-induced suppression.

Discussion

It has been postulated that nTreg development requires condi-

tions of high avidity signaling, with a selection threshold that may

be placed close to that required for negative selection [11]. Here

we investigated the contribution of CD5, which participates in the

fine-tuning of TCR-mediated signaling, in nTreg development.

Interestingly, expression of CD5 was significantly enhanced in

CD41 CD251 Foxp31 cells both in the thymus and in the

periphery, as it was previously reported for CD41 CD251hi T cells

[47, 49, 50]. Since CD5 expression is quantitatively influenced by

the intensity of TCR signaling during thymocyte development

[48], increased expression of CD5 in nTreg is consistent with the

notion that these cells are selected under high avidity interac-

tions.

As CD5 negatively regulates TCR signaling during thymocyte

selection, we investigated its contribution during nTreg development.

Our results show an increase in the percentage of CD41 CD251

Foxp31 T cells in the thymus of CD5�/� mice compared with WT

mice. This result is similar to the Treg enrichment reported in the

absence of other negative regulators of TCR signaling such as SHP-1

[20]. However, in contrast to these reports, we also found a signifi-

cant increase in nTreg cell numbers, both in CD5�/� adult thymus

and in nTreg derived from CD5�/� FTOC. Particularly, numbers of

nTreg generated in vitro from CD5�/� FTOC were doubled when

compared with those generated from WT FTOC, suggesting that new

generation of nTreg is occurring in the absence of CD5. It is worth

noting that in our study, numbers of nTreg were calculated based on

the expression of Foxp31 cells among CD41 CD251 cells, rather than

only CD41 CD251 alone [20, 22]. Accordingly, increased nTreg

numbers were also observed under conditions of decreased GITR

signaling [21]. Altogether, these data support a model in

which high avidity signals favors the selection of nTreg in the thymus.

On the other hand, our results show that in the absence of

CD5, the increase in the numbers of nTreg was accompanied by a

reduction of non-nTreg, which results in an altered naı̈ve:Treg

ratio, similar to that reported in SHP-1�/� mice [20] and in

conditional MCC transgenic mice [22]. In those reports, it was

argued that the enrichment of nTreg was not due to newly

generated nTreg, as a direct consequence of increased TCR-

mediated signaling during selection, but rather, to selective

deletion of non-nTreg, which appeared to be less sensitive to

agonist-induced clonal deletion. In this context, our data clearly

demonstrate that in CD5�/� mice, CD41 Foxp3� naı̈ve thymo-

cytes but not CD41 Foxp31 nTreg undergo increased apoptosis,

as demonstrated by Annexin/7AAD staining and intracellular

detection of active Caspase 3, which results in preferential cell

death of naı̈ve thymocytes.

Besides the role of CD5 as a modulator of TCR signaling, accu-

mulating evidence suggests its participation in cell survival. In this

context, co-ligation of CD3 and CD5 in DP thymocytes induces
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Figure 9. CD41 CD251 Treg cells from CD5�/� mice suppress CD41 CD25� naı̈ve T-cell responses from WT and CD5�/� mice. Electronically sorted
CD41 CD25� naı̈ve T cells (1(105) from WT or CD5�/� mice were co-cultured with syngeneic irradiated splenocytes (1� 105) and stimulated with
soluble anti-CD3 (10 mg/mL). For suppression assays, CD41 CD251/hi (Treg) and CD41 CD25� naı̈ve T cells (T effectors, Teff) (1� 105) were incubated
at 1:1 ratio in the presence of irradiated splenocytes and stimulated with anti-CD3 antibody. T-cell proliferation was measured by 3[H] thymidine
incorporation. Suppressor function was determined by comparing the proliferation of naı̈ve T cells alone (set as 100%) to the proliferation in the
presence of Treg. As shown, CD251/hi CD41 CD5�/� Treg (CD5�/� Treg) showed similar suppressive activity on the proliferation of CD5�/� naı̈ve
T cells. In the experiment shown, 30 U/mL of recombinant IL-2 was added, showing that proliferation of anergic Treg can be restored after addition
of exogenous IL-2. Data are representative of five independent experiments. Mean values1SEM are shown. Statistically significant values are
marked as ��pr0.05.
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upregulation of Bcl-2 [56], a molecule that has been shown to protect

thymocytes from multiple apoptotic stimuli [58]. On the other hand,

in vitro experiments demonstrated that activated CD41 T cells that

lack CD5 expression are more susceptible to activation-induced cell

death in a model of experimental autoimmune encephalomyelitis

[59]. Moreover, CD5 expression protects cytotoxic T lymphocytes

from autologous tumor-induced cell death through downregulation

of FasL expression and subsequent inhibition of Caspase 8 [60].

Recent data have provided information about the molecular basis

for CD5-mediated survival. More specifically, Casein Kinase 2, a

serine/threonine kinase that associates with CD5 in thymocytes [37],

was shown to play a crucial role in cell survival and apoptosis [61]. In

this context, CD5�/� CD41 T cells, as well as CD41 T lymphocytes

that express a Casein Kinase 2 binding/activation-deficient CD5, are

more susceptible to apoptosis induction than WT CD41 T cells [62].

However, the molecular mechanism by which CD5 may prevent

thymocyte apoptosis had not yet been explored.

In an attempt to investigate the molecular signals involved in

nTreg selection in the absence of CD5, we evaluated the phosphor-

ylation state of Erk1/2, c-Cbl, PI3K and Akt, important effectors of

TCR-mediated signaling, under basal conditions and after TCR

crosslinking. We observed increased basal phosphorylation of Erk1/2

and c-Cbl in nTreg from WT and CD5�/� mice, compared with naı̈ve

T cells, respectively, confirming the fact that nTreg must have been

selected under conditions of high avidity [46]. When we compared

WT to CD5�/� mice (in which TCR-mediated signals are presumably

further enhanced), we detected increased levels of p-Erk in CD5�/�

Treg, compared with WT Treg, while phosphorylation of PI3K and

Akt was only enhanced in naı̈ve CD5�/� thymocytes compared with

naı̈ve WT thymocytes. Interestingly, after anti-CD3 plus anti-CD28

crosslinking, CD5�/� naı̈ve thymocytes showed reduced levels of p-

Akt, compared with WT. This result correlates with the increased

susceptibility of CD41 Foxp3� CD5�/� thymocytes to apoptosis. In

this context, Akt was shown to play a role in thymocyte survival [63,

64], through the induction of Bcl-2 family members, such as Bcl-XL

[65] and A1[66].

In contrast to naı̈ve thymocytes, the absence of CD5 did not

affect Akt phosphorylation in Treg, in response to TCR cross-

linking. Interestingly, Bensinger et al. [67] recently showed that

peripheral Treg, stimulated in the presence of IL-2, show

increased survival in the absence of Akt phosphorylation,

suggesting that Akt activation is dispensable for Treg survival.

On the other hand, it has been suggested that survival of nTreg

may be mediated by the upregulation of genes encoding TNFR-NGFR

superfamily members, such as GITR [68] which, upon crosslinking by

its ligand, promotes the activation of the NFB pathway, leading to

protection from apoptosis [69]. Recently, it has been described that

P38 may have a role in thymocyte survival by promoting the inacti-

vation of GSK3b through an Akt-independent mechanism [70]. In

this context, recent data from our group (Nava et al. unpublished

resultsAQ5 ) indicate that thymus-derived antigen-specific Treg show

increased phosphorylation of P38 in response to CD3

crosslinking, compared with naı̈ve antigen-specific T cells. Therefore,

we could hypothesize that P38 may be involved in the resistance of

nTreg from cell death induced under high-avidity conditions.

Finally, analysis of peripheral Treg cells showed that the

absence of CD5 leads to an increase of CD41 CD251 Foxp31 as

well as CD41 CD25� Foxp31 Treg. This subpopulation was not

increased in adult or fetal thymus from CD5�/� mice, raising the

possibility that they might be ‘‘adaptive’’ Treg cells [71], a

subpopulation of Treg that can be induced in the periphery under

particular conditions of antigen exposure [72] or driven in the

presence of particular cytokines [25, 73]. However, additional

experiments should be performed to prove this possibility.

In addition, since CD5 has been involved in T-cell anergy

induction [57], we investigated the function of Treg in CD5�/�

mice. We demonstrated the role of Treg in suppressing naı̈ve

T-cell proliferation from both WT and CD5�/� mice. This is

especially relevant since we found that naı̈ve T cells from CD5�/�

mice proliferate vigorously compared with WT naı̈ve T cells when

they were cultured with APC and anti-CD3 crosslinking. This

hyperproliferation was already reported [74] and argues in favor

of a role of CD5 as a negative regulator of TCR signaling in

mature T cells. Our results showed efficient suppressive activity of

CD5�/� Treg; however, a more detailed study recently showed

that Treg obtained from CD5�/� mice are even more potent than

WT Treg in suppressing the in vitro cell proliferation of anti-CD3

stimulated CD41 CD25� responder T cells [75].

In conclusion, our data demonstrate that the enrichment of

nTreg observed in the absence of CD5 signaling, under conditions

of enhanced TCR-mediated signaling is due both to increased

nTreg selection and to preferential cell death of naı̈ve thymo-

cytes, while nTreg appear to be less sensitive to conditions of high

avidity. The reduced Akt phosphorylation observed CD41 CD25�

naı̈ve CD5�/� thymocytes in response to TCR crosslinking might

explain the increased cell death of these cells, suggesting a new

potential mechanism for CD5-mediated thymocyte survival.

Materials and methods

Mice

Balb/c mice were purchased from Jackson Laboratories, Bar

Harbour, ME. CD5�/� mice, bred on the Balb/c background,

were obtained from University of Alabama at Birmingham,

Birmingham, AL. Animals were used at 8–10 wk and 12–13 wk

of age, and were maintained in our animal facility in accordance

to institutional guidelines.

Antibodies

The monoclonal antibodies used in the experiments included: PE-

coupled anti-CD4 (L3T4), biotin-conjugated anti-CD4 (L3T4), APC-

coupled anti-mouse CD4 (RM4–5) Cy5-coupled anti-CD8 (53–6.7),

FITC-coupled anti-CD25 (7D4), PE-coupled anti-CD5 (53–7.3),

Alexa 647-coupled p-Erk (T202/Y204) and p-c-Cbl (pY700), PE

conjugated rabbit anti-active Caspase 3, all from BD Biosciences
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(San Jose, CA). Anti-p-Akt (Ser 473, Cell Signaling Technology,

Beverly, MA), anti-p-PI3K (Tyr508, Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, CA), APC-coupled anti-Foxp3 (Clone FJK-16s from

eBioscience, San Diego, CA). For primary antibody detection: APC

Cy7-conjugated streptavidin (BD Biosciences) and PE-coupled goat

anti-rabbit IgG (Zymed Laboratories, Invitrogen, Carlsbad, CA) were

used. For phosphorylation assays: biotin-conjugated hamster anti-

mouse CD3e (145–2C11) and biotin-conjugated hamster anti-

mouse CD28 (37.51, BD Biosciences) were used. Immunopures

streptavidin (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) was used for

biotinylated antibody crosslinking. For in vitro proliferation and

suppression assays cells were stimulated with purified hamster anti-

mouse CD3e (145-2C11) (BD Biosciences) and were crosslinked

with goat anti-hamster IgG (Pierce Biotechnology).

Cell preparation and flow cytometry

Thymi, fethal thymi and lymph nodes were excised from mice

and single-cell suspensions (1–3� 106) were stained with the

indicated antibodies. Four-color staining analysis was performed

on the flow cytometer FACSCalibur with standard CellQuest

Software (BD Biosciences). Five-color stained samples were

collected using the FACSAria cytometer and analyzed using

FACSDiva Software (BD Biosciences). At least 1� 105 viable cells

were collected from live gate, determinatedAQ6 by forward and side

light scatter.

Foxp3 expression

Thymocytes and peripheral T lymphocytes from Balb/c or

CD5�/� mice were stained with Treg Staining Kit (eBioscience),

according to the manufacturer’s instructions. Briefly, cells were

stained with anti-CD4, anti-CD8 and anti-CD25 antibodies and

incubated with Fixation/Permeabilization Solution. After a 2 h

incubation, cells were washed twice with Permeabilization Buffer

and incubated with anti-Foxp3 (Clone FJK-16s) for 30 min at 41C.

Apoptosis assays

Thymocytes and T lymphocytes were initially stained with CD4/

CD8 antibodies, Apoptotic thymocytes and T cells was detected

after staining with Annexin-V- FITC and 7-AAD staining solution

(BD Biosciences), in Annexin-V binding buffer for 20 min at room

temperature.

For apoptosis analysis in Treg, following the staining with anti-

CD4, anti-CD8, Annexin V and 7AAD, cells were permeabilized with

Fixation/Permeabilization Solution (eBioscience) and incubated with

anti-Foxp3 antibody, as before. For the analysis of active Caspase 3 in

Treg, freshly isolated or CD3 plus CD28 stimulated thymocytes were

stained with anti-CD4, anti-CD8 antibodies, permeabilized with the

same Fixation/Permeabilization Solution and then incubated with

anti-active Caspase 3 and anti-Foxp3 antibodies.

Phosphorylation assays

Thymocytes from Balb/c and CD5�/� were stimulated and

stained according to phospho-flow protocols (BD Bioscience).

Briefly, cells (3�106) were stained with anti-CD4, anti-CD8 and

anti-CD25 and stimulated with pervanadate (100 nM), PMA plus

ionomicyn (20 and 200 ng/mL respectively), anti-CD3 (10 mg/

mL) and anti-CD28 (10 mg/mL) (BD Bioscience). Stimulations

were carried on RPMI 1640 medium supplemented with 0.2%

SFB at 371C for 3 min. Activation was arrested by fixation with

300mL of Lyse/Fix buffer for 10 min at 371C. To permeabilize,

cells were incubated with 100mL Perm buffer II for 20 min at 41C,

then washed and stained with Alexa 647coupled anti-pErk, c-Cbl

or purified pPI3K and pAkt specific antibodies. Non-conjugated

antibodies were detected by addition of PE-coupled goat anti-

rabbit IgG (Zymed Laboratories). Flow cytometric analysis was

performed, as described above. All data were analyzed with

FlowJor Tree Star software.

Fethal thymic organ cultures

Pregnant female mice were sacrificed on day 15 of gestation.

Fetal thymi were removed and cultured onto Millicell membranes

(Millipore, Billerica, MA), placed in six-well plates in the presence

of 1 mL of Dulbecco’s Modified Eagle Medium supplemented with

10% heat-inactivated fetal bovine serum, 20 mM HEPES, 0.1 mM

MEM non-essential amino acids, 2 mM L-glutamine, 0.05 mM

2-mercaptoethanol and 1% penicillin/streptomycin, all from

(Invitrogen). Culture media was replaced (2/3) with fresh

media every 3 days. On day 8 of culture, thymic lobes

were disaggregated, and thymocytes were counted and stained.

For Foxp3 expression, three thymic lobes were pooled and

stained, for apoptosis assays individual thymic lobes were

analyzed. Flow cytometric analysis was performed, as described

above.

Cell sorting

For cell sorting, splenocytes, depleted of red blood cells, were

combined with lymph node cell suspensions and enriched for

CD41 cells by negative selection. Briefly, cells were incubated for

30 min at 41C with rat anti-mouse CD8 hybridoma supernatant

(kindly provided by Dra. Laura Bonifaz, Centro Médico Nacional

Siglo XXI, IMSS), anti-B220 (clone RA3-6B2) and anti-CD19

(clone ID3) monoclonal antibodies (BD Biosciences), followed by

incubation on plate-bound goat anti-rat IgG (MP Biomedicals,

Solon, OH) tissue culture plates, 30 min at 371C. Non-adherent

cells were recovered, washed and stained with anti-CD4 PE and

anti-CD25 FITC. CD41 CD25� (designated as ‘‘effector’’ T cells)

and CD41 CD251/hi (designated as ‘‘regulatory’’ T cells) were

electronically purified using a FACSAria cell sorter (Becton &

Dickinson). Purity of the sorted populations was greater than

96%.
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In vitro suppression assays

CD41 CD25� or CD41 CD251/hi sorted T cells (1�105) were

cultured in the presence of irradiated (3000 rad) BALB/c splenocytes

(1�105), as APC, and were stimulated with soluble purified anti-

CD3 monoclonal antibody (145-2C11) from (BD Biosciences) at

10mg/mL. For CD3 crosslinking goat anti-hamster IgG (Pierce

Biotechnology) at 20mg/mL was used. In some cases, 30m/mLAQ7 of

recombinant hIL-2 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) was added.

For suppression assays indicated numbers of CD41 CD25� and CD41

CD251/hi were mixed in 1:1 ratio and stimulated under the same

conditions. Cells were cultured in triplicate with 200mL of Dulbecco’s

Modified Eagle Medium supplemented with 10% heat-inactivated

fetal bovine serum, 10mM HEPES, 0.1mM MEM non-essential

amino acids, 1mM Sodium Pyruvate, 2mM L-glutamine, 0.05mM 2-

mercaptoethanol and 1% penicillin/streptavidin, all from (Invitro-

gen) in 96-well round-bottomed plates and 16h later, pulsed with

1mCi/well of [3H]thymidine. Cells were harvested at 72h and

[3H]thymidine incorporation was measured using a beta-plate

counter.

Statistical analysis

An unpaired two-tailed Student’s t test was used to calculate

statistical significance. p-Values below 0.05 were considered

significant.

Acknowledgements: We thank Biol. Ramsés Chávez and Biol.
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