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Abreviaturas usadas en este capitulo:

BCR:
s
CET:
CMH:
CPA:
CTL:
DP:
EGEF:

Receptor de células B

Region constante

Células epiteliales timicas

Complejo mayor de histocompatibilidad
Célula presentadora de antigeno
Linfocitos citotoxicos

Doble positivo

Factor de crecimiento epidermico
ERK: Quinasas reguladas extracelularmente
HSC: Células madres hematopoyéticas
ICAM:Molécula de adhesion intercelular
IL-R: Receptor de interleuquina

J: Region de union

JNK: Quinasa C-jun N-terminal

kDa: Kilodalton

LFA: Antigeno asociado a la funcién leucoditaria
MDC: Quimioatrayente derivado de macréfagos
SDF: Factor derivado del estroma

SP:  Simple positivo

RAG: Recombinasas

RSS: Secuencias de sefales de recombinacién
TCR: Receptor de células T

TN: Triple negativo

V: Region variable
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INTRODUCCION

La importancia de las células provenientes del
timo para diferentes aspectos de la respuesta
inmune solo se hizo evidente a principios de
la década de 1960s gracias a los trabajos con
ratones timectomizados y al estudio de nifios
con defectos en el desarrollo del timo. A fina-
les de esa misma década e inicios de la siguiente
se empez6 a comprender los mecanismos me-
diante los cuales las células T ayudaban a esta-
blecer una respuesta adecuada de anticuerpos
y a que se establecieran los mecanismos efectores
de la respuesta inmune mediada por células. De
esta manera, se llegé a definir que existian al
menos dos poblaciones diferentes de linfocitos
T la primera es la de los linfocitos Th, mientras
que la efectora corresponde a los CTL. Puesto
que estas funciones de los linfocitos T eran espe-
cificas del antigeno, rdpidamente fue evidente
que al igual que los linfocitos B, las células que
maduraban en el timo deberian tener un recep-
tor especifico para reconocer epitopes presentes
en los antigenos. Sin embargo, la caracterizacion
de dicho receptor permanecio elusiva y solo fue
hasta 1988, gracias a los desarrollos de los méto-



dos de la biologia molecular, que Davis y
Bjorkman describieron las bases genéticas y es-
tructurales de esta molécula. A partir de este
momento, ocurrio un desarrollo acelerado de los
estudios que hoy nos permiten comprender los
procesos de reconocimiento antigénico por las
células T y cémo ocurre la generacién y selec-
cién del repertorio en el timo.

El receptor para el antigeno en los linfocitos T
se conoce como TCR y constituye uno de los
elementos centrales de la respuestainmune en
los vertebrados. El TCR es una proteina que
hace parte de la superfamilia de las inmunoglo-
bulinas pues las cadenas que lo constituyen
poseen en su estructura dominios similares a
los dominios de las inmunoglobulinas. Dicho
TCR estd constituido por dos cadenas po-
lipeptidicas, cada una con una masa molecular
de 40 a 60 kDa, las cuales se asocian entre si
covalentemente por un puente disulfuro ubi-
cado en la porcién transmembrana del recep-
tor; ambos polipéptidos contienen un domi-
nio variable y otro constante, el primero co-
rresponde a la porcién amino de la molécula y
es la que le confiere la especificidad por un
antigeno. En la porcién transmembrana las ca-
denas del TCR se asocian, no covalentemente, a
los polipéptidos que constituyen la molécula CD3
(cadenas v, 3, €), a la cadena zeta ({) y en algu-
nos casos a una variante de Zeta llamada . Exis-
ten dos tipos de TCR o/B y /5, de acuerdo con
las cadenas polipeptidicas que lo conforman. En
los tejidos linfoides y en sangre periférica pre-
dominan los linfocitos T con TCR a8 (90- 95%),
los cuales expresan ademas la molécula CD4 o
CD8. Por su parte, los linfocitos T que expresan
el receptor y3 se localizan preferencialmente en
mucosas y en piel, muchos de ellos como
linfocitos intraepiteliales; sin embargo, también
se encuentran en circulacién donde constituyen
el 5- 10% de los linfocitos de la sangre; en su
mayoria los linfocitos T y3 no expresan CD4 ni
CD8, es decir, son doblemente negativos.
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A diferencia del BCR, la regién variable del
TCR solo reconoce determinantes antigénicos
que se encuentran unidos a moléculas del
CMH clase I o II, por lo tanto solo puede re-
conocer péptidos que provienen del procesa-
miento de antigenos complejos que han sido
capturados por las CPA. Dentro de la region
variable de las cadenas del TCR existen secuen-
cias hipervariables conocidas como CDR, las
cuales corresponden a los sitios en los que se
localizan los residuos de aminoéacidos que tie-
nen un contacto real con el antigeno y, por
lo tanto, son las que poseen mayor variabili-
dad en su secuencia. Cada cadena a y 8 con-
tiene tres CDR (CDR1, CDR2, CDR3), que
se asocian entre si para unirse al antigeno;
existe un CDR adicional en la cadena B a tra-
vés del cual se unen superantigenos (molé-
culas que activan linfocitos T sin ser procesa-
das ni presentadas como los antigenos con-
vencionales).

Para el reconocimiento del antigeno por la cé-
lula T existe una restriccién adicional, pues la
molécula del CMH-I interactia con el CD8
mientras que el CMH-II lo hace con el CD4;
por lo tanto, los linfocitos T CD8+ y T CD4+
van a reconocer péptidos antigénicos que es-
tan siendo presentados por el CMH clase I y
II, respectivamente.

Existe un gran repertorio de TCR, lo cual im-
plica el reconocimiento por parte de los
linfocitos T de una amplia gama de antigenos,
de manera semejante a lo que ocurre con los
BCR de los linfocitos B; esta diversidad de TCR
se produce en linea germinal durante la ma-
duracién de los linfocitos T en el timo, gracias
a una serie de rearreglos genéticos que se des-
cribirdn mas adelante. Ahora se presentaran
los aspectos méas importantes del proceso de
diferenciacion de los linfocitos T en el timo, lo
que constituye la denominada ontogenia de
células T
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ONTOGENIA DE CELULAS T

La organogénesis timica es una cascada com-
pleja de eventos que involucran interacciones
reciprocas entre células y tejidos adyacentes
derivados de las 3 lineas germinales embriona-
rias. El timo difiere de los 6rganos linfoides se-
cundarios en que, mientras estos ultimos se ori-
ginan a partir del mesodermo, el timo se origi-
na a partir del endodermo y ectodermo, lo que
explica la naturaleza epitelial de las células es-
tromales timicas. Un rasgo estructural im-
portante para la funcién del timo es el hecho
que la organizacién de sus células epiteliales di-
fiere completamente de la de otros 6rganos que
poseen tejido epitelial. Es asi como, en lugar que
las células se posicionen sobre una membrana
basal formando capas, las del timo conforman
una red tridimensional, similar a una esponja,
con extensiones citoplasmaéticas e interconexiones
mediante desmosomas. Esta configuracion en
tres dimensiones facilita la migracién de células
T en desarrollo, a través del estroma y facilita el
contacto entre las superficies celulares de los di-
ferentes tipos de células.

La comprension del desarrollo del timo y de la
ontogenia de las células T se ha logrado gracias
al estudio detallado de los cambios embriol6gicos
en los modelos animales, particularmente el
murino; por lo tanto, mucha de la informacién
que se describird a continuacién proviene de
estos trabajos y de la correlacion que se ha esta-
blecido con este proceso en el ser humano.

Fases del desarrollo timico

La estructura tinica del estroma timico se apre-
cia en fases tempranas del desarrollo, y se ori-
gina después de una serie consecutiva de pro-
cesos discretos, los cuales terminan en la crea-
cién bilateral de una primordio timico que se
convierte en un receptdculo para células
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progenitoras hematopoyéticas provenientes
del higado fetal o de la médula 6sea.

Existen multiples puntos de control que de-
terminan diversos microambientes durante el
desarrollo timico; estos microambientes estan
definidos no solo por cambios estructurales
sino también funcionales. El primer punto de
control regula la fusién de ectodermo y en-
dodermo en la region del tercer saco faringeo
y de la tercera hendidura branquial, lo cual es
inducido por la migracién de células de la cres-
ta neural derivadas del cerebro posterior del
embrion. Estas dos estructuras se invaginan, y
se cierran, y las dos capas quedan superpues-
tas, de modo que la ectodérmica rodea a la
endodérmica, formando el llamado rudimen-
to timico. La capa ectodérmica formara los te-
jidos epiteliales corticales del timo, mientras la
capa endodérmica formara los tejidos
epiteliales medulares. Alrededor del dia 10 de
la gestacion en el ratén (antes de la semana 8
en el humano), ya se han creado 2 primordios
timicos localizados lateralmente en el embrion.
A continuacion, estos primordios migran cen-
tralmente y se fusionan en la linea media cor-
poral, sobre el corazén.

En un segundo punto de control, el factor de
trascripciéon Whn (producto del locus “nude”)
y la proteina reguladora transcripcional Pax1,
se expresan alrededor del dia 11 de gestacion
del ratén (en humanos esto ocurre en las se-
manas 8 y 92). Esto es seguido por la atrac-
cién de células precursoras hematopoyéticas
Ikaros+ hacia los primordios diferenciados,
como consecuencia de la produccién de fac-
tores quimiotécticos por las células epiteliales
timicas. Adicionalmente, llegan otras células de
origen hematopoyético: células dendriticas y
macréfagos. Una vez establecidas alli, se ini-
cia una interaccién sostenida entre células
mesenquimales derivadas de la cresta neural y
las células epiteliales en el timo. Esta interaccion



genera la formacién de
l6bulos en el 6rgano pri-
mitivo y, posteriormen-
te, la aparicién de vasos
sanguineos en el pe-
dianculo.

| Timocitos

El dia 12 de la gestacién
del ratén coincide con
el tercer punto de con-
trol, el cual permite la
diferenciacién en célu-

|  Timocitos

Células epiteliales
corticales

las de tipo cortical y cé-
lulas de tipo medular. El
dia 14 de la gestaciéon s ] de?\ﬂ:'::es

ocurre el cuarto punto
de control del desarro-
llo, con el cual se regula
el posicionamiento de la médula y la corteza.
Finalmente, el dia 16 del desarrollo embriona-
rio, ocurre el quinto punto de control cuando el
estroma timico adquiere competencia funcional
para madurar los timocitos en desarrollo.

Al nacer, los humanos tienen ya plenamente de-
sarrollado el timo. En su corteza encontramos
sélo timocitos en fases tempranas de su madu-
racién, junto con algunos macréfagos, dentro del
estroma cortical constituido por células corticales
epiteliales. En lamédula, se encuentran timocitos
en fases mas avanzadas de maduracién con cé-
lulas dendriticas y macréfagos, todos inmersos
en un estroma medular conformado por células
epiteliales medulares. A diferencia de los huma-
nos, los ratones al nacer, atin no han terminado
de formar el timo adulto.

Migracion intratimica

Los timocitos parecen desempenar un papel
importante en la organizacién funcional de los
microambientes timicos. El intercambio de se-
fales entre timocitos y células epiteliales regu-
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Figura 1. Organizacion e interacciones entre las diferentes células del timo

la la creacién de estos microambientes timicos
de una manera gradual y escalonada (Figura
1). Se ha confirmado que en ratones con au-
sencia del desarrollo de células T mas alla del
estadio triple negativo (CD3-,CD4-,CD8-), exis-
ten alteraciones marcadas de los microambien-
tes timicos, con pérdida de areas corticales y
medulares y con formacién de quistes. Median-
te experimentos de trasplante de precursores
normales de células T, los microambientes
corticales se restablecen, pero la médula no se
desarrolla, conformandose un timo que solo
tiene corteza. La progresién de los timocitos a
los estadios doble positivo y simple positivo,
induce la formacién de microambientes en la
médula del timo. Estos experimentos permi-
tieron concluir que los timocitos TN envian
sefales a las células epiteliales corticales timicas,
las cuales dan inicio a la formacién de
microambientes corticales organizados y fun-
cionales. Estos a su vez permiten la progresién
de la timopoyesis que lleva al desarrollo de
células DP. Subsecuentemente, los timocitos
que expresan el TCR, modulan a las células
epiteliales medulares lo que resulta en la gene-
racién de microambientes propicios en la mé-



dula en donde se establecen los estadios fina-
les del desarrollo de células SP.

Durante su desarrollo dentro del timo, los timo-
citos migran dentro y entre los diferentes mi-
croambientes timicos para ponerse en contacto
intimo con las células estromales. Los mecanismos
que controlan el tréfico de timocitos atin no estan
bien caracterizados; sin embargo, la evidencia mas
reciente, demuestra que las quimoquinas y sus
receptores tienen un papel importante.

Las quimoquinas son polipéptidos basicos de
tamano pequeno y solubles que estimulan la
migracién celular; algunas de ellas son capa-
ces de unirse a la matriz extracelular. Se ha
confirmado la expresion diferencial de recep-
tores de quimoquinas en subtipos de timocitos,
asi como de sus respectivos ligandos en ele-
mentos estromales timicos. Estos hallazgos
sugieren que diversas fases de la migracién de
los timocitos estan influenciadas por diferen-
tes gradientes de estos moduladores quimicos.
La expresiéon de CXCR4 por timocitos TN,
media la atraccion ejercida por la quimoquina
CXCL12 o SDE que se expresa por células
estromales y de la corteza exterior. Aunque los
timocitos deficientes en CXCR4 no evidencian
defectos marcados en su desarrollo, muchos
estudios indican que esta interaccion tiene un
papel importante en la diferenciacién tempra-
na de la célula T. Esta expresién de CXCR4 esta
limitada en células DP y SF, lo que sugiere que
amedida que estas maduran, dejan de respon-
der a dichas sefiales. Adicionalmente, el trafi-
co de células DP en y a través de la corteza
est4, muy probablemente, influenciado por las
interacciones CCL25/CCR9. CCR9 es expresa-
do por timocitos después de recibir senaliza-
cién mediante el pre-TCR, mientras que su li-
gando CCL25 es la quimoquina TEK, que se
expresa en abundancia por células corticales
epiteliales. Finalmente, los timocitos reciente-
mente seleccionados (CD69+), incrementan la

87

a Inmunologia: Una ciencia activa

expresion de CCR4, lo que les permite realizar
quimiotaxis hacia células del epitelio medular
productoras de CCL22 o MDC.

Desarrollode células T

Todas las células linfoides, eritroides y
mieloides se desarrollan de un precursor co-
man conocido como célula madre hematopo-
yética. En términos generales, se considera que
la primera fase de diferenciacién puede ocu-
rrir antes o inmediatamente después de la co-
lonizacién timica. Durante esta fase, las célu-
las destinadas a dar origen a poblaciones linfoi-
des, pierden su habilidad para diferenciarse
en lineas eritroides. Como se mencion6 ante-
riormente, una primera progenie de células
HSC procedentes del higado embrionario, son
sembradas en el rudimento epitelial del timo,
alrededor de los dias 10-12 de la embriogénesis
en el raton. Estas subclases de timocitos no se
multiplican y son continuamente reemplaza-
das por nuevas progenies de HSC derivadas
de la médula 6sea, durante toda la vida del
individuo.

Los estadios més tempranos de desarrollo de
las células T se definen con base en la ausencia
de las moléculas CD3, CD4 y CD8 en la super-
ficie de los timocitos (timocitos TN). Estas cé-
lulas pueden ser subdivididas en cuatro
estadios de diferenciacién con base en la mar-
cacién con anticuerpos que reconocen los
marcadores CD44 (glicoproteina fagocitica 1 -
PgP-1) y CD25 (cadena a del IL-2R). De esta
manera, los timocitos TN progresan secuen-
cialmente de TN CD44+CD25- a TN
CD44+CD25*, luego a TN CD44-CD25+ y pos-
teriormente a TN CD44-CD25-. Los timocitos
en este estadio son los precursores de las célu-
las doble positivas CD4+,CD8+, las cuales a
su vez maduran y dan origen a las células sim-
ple positiva CD4+ o CD8+ (Figura 2).



Los mecanismos que
median la migracién de
células a través del timo
incluyen la presencia de
sefales de células estro-
males no hematopoyéti-
cas (células timicas epite-
liales y fibroblastos del
mesénquima). Estas cé-
lulas residen en diferen-
tes locaciones anatomi-
cas en el timo y el movi-
miento de células pre-
cursoras en estos micro-
ambientes es crucial en la
percepcién de sefales de
diferenciacién. Las célu-
las dejan el timo ya sea
por el tejido conectivo
que lo rodea, antes de
que ocurra la vasculariza-
cién en el feto, o por las
vénulas post-capilares,
una vez la vasculatura
del timo estd completa-
mente conformada.

Diferenciacion de la linea de células T

En ratones, los precursores mas primitivos,
observados en el microambiente timico, se de-
finen como CD4", c-kit+, CD44+, Thy-1-, Sca-
1+. Sin embargo, estas células no generan ex-
clusivamente células T, también dan origen a
células B y células mieloides (o células dendri-
ticas). Las células CD4"* también corresponden
a las células triple negativas (CD3-,CD4-,CD8-)
y, como se describié antes, pueden ser subdi-
vididas con base en la expresiéon de CD44
(Pgpl) y CD25 (IL-2Ra); sin embargo, también
se ha utilizado la expresién de las moléculas
CD117 (c-Kit) y CD127 (cadena a del IL-7R)
como marcadores de maduracion.

Médula
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Figura 2. Secuencia de transformacion de los timocitos durante su paso por
el timo. Los progenitores provenientes de la medula 6sea entran el timo del
adulto cerca de la unién cortico-medular (TN1). A medida que migran hacia el
epitelio subcapsular se expresa CD25 (TN2) y a continuacion se disminuye la
expresion de CD44 (TN3). A este nivel del desarrollo ocurren los re-arreglos del
TCRB que resultan en la disminucion de la expresion de CD25 y en la
proliferacion de células CD8+ y CD4+ (DP). A continuacion, ocurre
el re-arreglo del TCRa y los timocitos corticales son sometidos a seleccion
positiva o negativa. Las células que sobreviven migran a la médula antes de

abandonar el timo.

Los timocitos més inmaduros son clasificados
como CD44+,CD25-,CD117+,CD127-; sin em-
bargo, estas células TN inmaduras requieren
de muchas citoquinas para sobrevivir, por lo
cual empiezan a expresar los receptores para
varias de éstas. Los timocitos adquieren CD25
y CD127 al mismo tiempo que aumentan la
expresion del gen pre-TCRa (pTa), transfor-
mandose en célula TN2 con el fenotipo
CD44+,CD25+,CD117+,CD127+. En este es-
tado, solo la accién de IL-7 es suficiente para
su sobrevida. Simultdneamente con estos cam-
bios, se inicia el rearreglo del TCR con lo que
se pierde la capacidad para transformarse en
células B.



La disminucién de la expresiéon de CD117 se
ha considerado como el evento definitivo
que marca la transicién mas alla de TN2.
Adicionalmente, estas células exhiben una
disminucién marcada tanto del tamano ce-
lular como del nivel de expresién de CD44 y
CD127, lo cual se correlaciona con rearreglos
adicionales del gen TCR-B (TN3 = CD44",
CD25+, CD117"°, CD127") y con diferencia-
cién irreversible en células T (Figura 1). La
expresién de pTa se considera como un indi-
cador de esta diferenciacién. El gen que co-
difica pTa se constituye en un blanco trans-
cripcional directo de la sefializacién mediante
el receptor Notch 1, por lo cual este recep-
tor es esencial para la diferenciacién de las
células T. El ligando de Notch 1, “Delta-1
like”, es el responsable de esta interaccion.
El hecho de que las células timicas epiteliales
expresen este ligando sugiere que la diferen-
ciacién de células T se inicia en el microam-
biente timico.

Desarrollo del receptor de pre-células T

Las células progenitoras entran al timo por la
unién cortico-medular y se mueven a través
de la corteza a medida que ocurren las dife-
rentes fases de la transformacién de células TN
(TN1, TN2) llegando a la zona subcapsular y
alli se transforman en TN3. El rearreglo del
TCR es evidente en este punto del desarrollo.
Las lineas de células T o/B y ¥/ se separan en
estadios previos por medio de sefiales que se
generan después del ensamblaje adecuado del
receptor.

Los timocitos que sufren rearreglos de la ca-
dena TCR B son seleccionados para sufrir ex-
pansion y maduracion adicionales, antes de la
expresion de la cadena a del TCR, para poste-
riormente dar origen a las células T o/p. Este
proceso se denomina seleccion B y es contro-
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lado por el complejo pre-TCR. Este complejo
consta de la cadena [ ya con sus rearreglos,
asi como una cadena pTa invariable y un na-
mero de péptidos asociados en forma no
covalente denominados complejo CD3.

Eventualmente, a medida que las células ingre-
san a la corteza timica (Figura 2), las células
TN negativas se transforman en células DP
CD4+CD8+CD3""t con un aumento subito
en la proliferacién. Esta transicién en el desa-
rrollo estd determinada por las sefales
efectoras de los miembros de la respuesta tem-
prana como el EGE. De modo tal, que los
timocitos DP que residen en la corteza timica
expresan TCR en forma de heterodimeros o/
B. Dicha proliferacién y progresion del ciclo
celular puede ocurrir en forma independien-
te de la expresion del pre-TCR, lo que indica
que éste podria estar mas involucrado en la
supervivencia de la célula, que en la diferen-
ciacién y proliferacion propiamente dichas de
los timocitos.

La expresion en la superficie celular del com-
plejo maduro TCR a/B-CD3 se detecta por pri-
mera vez en la superficie de timocitos DP an-
tes de su seleccién positiva; sin embargo, la
expresion del pre-TCR parece ser un pre-
rrequisito para la aparicion del receptor ma-
duro. Ratones que expresan prematuramente
TCR o/ presentan alteraciones en la prolife-
racion y diferenciacion de timocitos, por lo que
se cree que la expresion del pre-TCR es reque-
rida para que ocurra una éptima timopoyesis.
Los eventos de seleccion positiva y negativa
permiten que solo las células con TCR funcio-
nal, que no son autoreactivas, pasen a los si-
tios de inspeccién y control. Una pequefia frac-
cién de las células (<5%) inhibe la expresién
de uno de sus marcadores, transformandose
en células CD4 SP o CD8 SP para en pocos
dias, dejar el timo y recircular como células T
maduras.



Seleccion de timocitos

Después de la transicion a células DF, los
timocitos sufren un estricto proceso de selec-
cién con el fin de garantizar que células T ma-
duras, exportadas del timo, son funcionales
para responder a lo extrafio pero tolerantes a
lo propio. Estos procesos se denominan selec-
cién positiva y negativa, y estdn determinados
por interacciones celulares y moleculares den-
tro del timo. La seleccién positiva resulta como
consecuencia de la habilidad del TCR, en los
timocitos en desarrollo, para reconocer pépti-
dos propios presentados en el contexto del
CMH: linfocitos T o con TCR de baja afini-
dad por moléculas CMH propias uniendo
péptidos propios, son seleccionadas a avanzar
en el desarrollo. Los linfocitos T que no pue-
den reconocer estos complejos CMH-péptido
propio mueren por defecto. En contraste,
aquellos timocitos con afinidad muy alta por
este complejo, son eliminados como conse-
cuencia de la seleccién negativa, un proceso
apoptético que permite eliminar clones auto-
reactivos. Entre tanto, los demas timocitos que
poseen baja afinidad son seleccionados para
desarrollarse finalmente en CD4+CDB8-0 CD4-
CD8+ (SP), mediante la inhibicién del co-
receptor CD8 o CD4, respectivamente. El desa-
rrollo de los timocitos en células T CD4+
ayudadoras requiere la interaccién con células
timicas del estroma que expresen el CMH-II. Por
otra parte, el desarrollo de las células citotoxicas
T CD8+ depende de la interaccién con células
estromales timicas que expresen el CMH-L

Seleccion positiva

La seleccién positiva ha sido relacionada prin-
cipalmente con células epiteliales corticales
timicas y su CMH asociado. Estudios in vitro
han permitido establecer que estas células po-
sitivas para el CMH II no solo son necesarias,
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sino suficientes para que ocurra una seleccién
positiva de linfocitos DP y para que ocurra el
desarrollo de timocitos SP CD4+. Por el con-
trario, el epitelio medular y las células presen-
tadoras de antigeno de origen hematopoyético
son incapaces de seleccionar positivamente o
pueden seleccionar timocitos DP en forma muy
ineficiente. Estos hallazgos confirman el mo-
delo cualitativo de seleccién. Sin embargo, el
modelo de seleccién por afinidad se ve apoya-
do por la importancia tanto de la concentra-
cién del péptido presentado como de las mo-
léculas accesorias involucradas (por ejemplo
CD28-CD80, LFA-1, ICAM-1, CD40-CD40L,
etc.). En este modelo, la fortaleza de la senal es
la que determina si el timocito se selecciona
positiva o negativamente. Cualquiera que sea el
caso, sacar conclusiones definitivas acerca de cual
teoria es la Ginica 0 mds involucrada ha demos-
trado ser extremadamente dificil, ya que, debi-
do a la gran diversidad del TCR en los timocitos
en desarrollo, una gran variedad de péptidos
propios es requerida para la seleccion positiva.

Son componentes cruciales en la seleccion po-
sitiva tanto la especificidad del péptido como
la accesibilidad de éste por el repertorio de cé-
lulas T que se esta desarrollando. Es muy im-
portante que el procesamiento sea diferente
entre CET y CPA derivadas de células hemato-
poyéticas. Significativamente, s6lo las CET, pe-
ro no la CPA, expresan catepsina L, lo que pue-
de, potencialmente, influenciar los péptidos
presentados para seleccién positiva pero no los
de seleccion negativa. Recientemente se ha de-
mostrado que la competencia, entre timocitos,
por un namero limitado de péptidos induce
re-arreglos adicionales del TCR, con el fin de
producir un receptor que pueda ser seleccio-
nado maés eficientemente por otros péptidos
propios timicos. La expresién de un segundo
TCR aumenta la posibilidad de ser positiva-
mente seleccionado; esto puede ser conside-
rado como un mecanismo de “supervivencia”.
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Los timocitos DP, sufren muchos cambios
fenotipicos antes de que ocurra la generacién
de células SP CD4+ o CD8+ funcionales. La
transicién entre estos estadios celulares requie-
re de una interaccién sostenida entre los
timocitos y el estroma celular timico. La induc-
cién de la seleccion positiva es evidente por el
aumento transitorio de la expresién del mar-
cador temprano de activacion CD69, el cual
discrimina los estadios de la seleccién positi-
va, que son dependientes e independientes del
CMH. Otros cambios fenotipicos incluyen la
inhibicién de los co-receptores de CD4 y/o
CD8, de RAG-1/RAG-2, ademas del aumento
de la expresiéon de TCR o/, Qa2 y CD5. Los
estadios tardios de la seleccion positiva y de
los eventos asociados con la post-seleccién, no
dependen de la interaccién entre CMH y el
péptido responsable de la iniciacién. En con-
secuencia, la habilidad exclusiva del epitelio
timico de mediar la seleccién positiva se debe,
no solamente a la presentacién de un reperto-
rio de péptidos especializados, sino que tam-
bién depende de la existencia de interacciones
accesorias especializadas.

Seleccion negativa

La capacidad de responder a lo no propio, sin
responder a autoantigenos, refleja la elimina-
cién de células T autoreactivas durante la di-
ferenciacion en el timo. Este proceso de tole-
rancia central, denominado seleccién negati-
va, se da principalmente a través de la apop-
tosis, que garantiza que los timocitos frecuen-
temente seleccionados para ser eliminados,
tengan una afinidad muy fuerte por el com-
plejo CMH-péptido propio.

Los requerimientos para la seleccién negativa
difieren de aquellos de la seleccién positiva,
no solo en los tipos de células que median la
seleccién, sino en las 4reas en las cuéles se cree
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que ocurre. En contraste con la seleccion posi-
tiva, la negativa se ha observado que ocurre ya
sea en la corteza de la unién cortico-medular
o en la médula del timo, y es inducida, en una
gran parte, por células estromales timicas de-
rivadas de la médula 6sea. Si la seleccion ne-
gativa ocurriera en el mismo lugar que la posi-
tiva, el destino de las células DP podria de-
pender de la fuerza de senalizacién ocurrida
entre el TCR y los complejos CMH-péptido,
expresados sobre la misma célula estromal. Sin
embargo, ya que la corteza carece de CPA que
expresen CMH-I], las cuales son vitales para la
seleccion negativa eficiente, este concepto pa-
rece poco probable.

La capacidad limitada de las células epiteliales
timicas para inducir seleccion negativa se cree
que refleja el hecho de que gran parte de ellas
muestran expresién exclusiva, pero limitada,
de la molécula coestimuladora B7, el ligando
de CD28. Sin embargo, esta idea implica que
la seleccién negativa requiere coestimulacion
y este hecho, aunque ha sido propuesto, no
ha sido confirmado. Adicionalmente, se cree
que el tipo de célula estromal involucrada en
la seleccion negativa depende de la avidez de
la interaccion TCR-CMH, ya que el epitelio
timico puede inducir tolerancia no solo por
apoptosis sino también por medio de anergia.
Es probable que el compromiso de CD28 sea el
de promover la seleccién negativa mediante
apoptosis si la afinidad de TCR esta en el limite.
Este fenémeno, aunque puede incrementar la
pérdida del nimero de células T, también pue-
de minimizar el desarrollo de autoinmunidad.

A diferencia de la corteza, la médula timica esta
densamente poblada por células presentado-
ras de antigeno, por lo que las células epiteliales
medulares son capaces de inducir seleccion
negativa de timocitos. Sin embargo, el nivel de
seleccion negativa y el nivel de auto-toleran-
cia inducidos por estas interacciones no son



comparables a aquellos inducidos por las cé-
lulas dendriticas. Las células epiteliales
medulares pueden mediar la seleccion negati-
va en ausencia de células hematopoyéticas posi-
tivas para el CMH-II, pero las células dendriticas
eliminan alrededor del 50% de las células T que
han pasado por el escrutinio de células epiteliales
medulares. Este hecho se ha confirmado in vitro
utilizando un cultivo de agregado timico, en
donde se observé que solo una proporcion rela-
tivamente menor de células dendriticas es nece-
saria para la seleccién negativa eficiente.

Un papel interesante en la induccién de tole-
rancia central de las células epiteliales timicas
medulares, ha surgido recientemente. En ml-
tiples modelos transgénicos fue posible demos-
trar expresién de antigenos periféricos en cier-
tas células medulares, y se demostr6 su papel
en la induccién de tolerancia a una variedad
de tejidos. Sin embargo, la expresién por sisola
puede no necesaria y exclusivamente correla-
cionarse con un papel en la induccién de tole-
rancia. En este sentido, proteinas especificas
de 6rgano son expresadas por el 5% de células
medulares. El cémo, ya sea por eliminacion o
anergia, una pequena poblacién de células es
capaz de inducir tolerancia a gran escala, esta
aun por esclarecerse.

Seleccién positiva y negativa de los linfocitos
T segiin la afinidad de su TCR

Se han presentado dos alternativas para expli-
car la seleccién positiva y negativa; una tiene
que ver con la dosis del ligando, la otra, con el
tiempo que el ligando permanece unido al re-
ceptor. La primera hipétesis sugiere que una
pequefia dosis de ligando de baja afinidad ocu-
pa menos receptores y esto lleva a seleccion
positiva, pero como esto ha sido dificil de ve-
rificar experimentalmente los autores apuntan
més a la segunda alternativa. La idea es que
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dependiendo del tiempo que el ligando dura
unido al receptor se generan una serie de se-
fiales, de tal manera que las sefiales tempranas
llevan a seleccién positiva y las sefales tardias
llevan a seleccién negativa; de esta forma, los
ligandos de baja afinidad ocupan poco tiempo
el receptor, lo cual induce solamente sefiales
tempranas llevando a seleccion positiva, mien-
tras que los ligandos de alta afinidad ocupan
el receptor por més tiempo y esto puede dar
sefales tardias que llevan a seleccién negativa.
En cualquier caso, es la avidez en el reconoci-
miento antigénico, que estd determinada por
el ntimero de moléculas CMH-péptido sobre
las células timicas estromales y la afinidad del
TCR por estos complejos, lo que finalmente
determina el destino de las células. Sin embar-
go, otros han postulado que lo que define el
resultado de la seleccién cualitativa, es el tipo
de células estromales que presenta ligandos del
CMH a los timocitos en desarrollo. Por lo tan-
to, los péptidos particulares y/o las sefales se-
cundarias generadas por la interaccién de un
TCR-CMH especifico se asociarian ya sea con
la seleccién positiva o bien con la seleccién ne-
gativa, pero nunca con ambas.

En los tiltimos anos, se han hecho avances en
el estudio de los mecanismos moleculares que
llevan a la seleccién positiva y negativa. En este
sentido, se ha estudiado el papel de un grupo
de proteinas pertenecientes a la familia MAP-
quinasas encontrandose que tres de sus miem-
bros, ERK, p38 y JNK (quinasa NH, terminal
de c-Jun), pueden estar involucradas.
Ligandos que llevan a la célula a una seleccion
positiva inducen acumulacién lenta y sosteni-
da de ERK mientras los que llevan a seleccion
negativa provocan actividad ERK fuerte y tran-
sitoria. Ligandos de alta afinidad activan la via
ERK antes que se active p38 y JNK, esto puede
llevar a apoptosis de los timocitos y por lo tan-
to a seleccién negativa. Ligandos de baja afini-
dad inducen méxima actividad ERK después



de la induccién de p38 y JNK lo que activa un
tipo diferente de factores transcripcionales los
cuales llevan a la supervivencia y diferencia-
cién de los timocitos.

Regulacion de timocitos

Los timocitos que sobreviven al proceso de
seleccion permanecen en la médula timica al-
rededor de 2 semanas antes de salir hacia la
periferia. Este proceso se ha asociado con cam-
bios, no solo fenotipicos, sino también funcio-
nales en los timocitos SP. Los timocitos recién
seleccionados poseen el fenotipo
HSAMNCD69+ CD24 + CD62L-Qa-2-, mientras
que los timocitos recién emigrados son
HSARCD69-CD24-CD62L+Qa-2+.

Después del proceso de diferenciacion, se cree
que los timocitos maduros migran hacia las vé-
nulas post-capilares en la unién cortico-medu-
lar del timo, y que sélo los timocitos mas madu-
ros son capaces de sobrevivir en la periferia.
Este hecho sugiere que, la maduracién funcio-
nal gobierna el proceso de exportacion de las
células T y que no es un evento pasivo determi-
nado por la edad del timocito. Los procesos
de senalizacién se ven aumentados durante la
exportacion de células, y la naturaleza de la
senal requerida atin se desconoce, pero es pro-
bable que involucre cambios en el microam-
biente conformado por células estromales
medulares y perivasculares.

Eventos moleculares durante la ontogenia
de las células T

Los cambios celulares que ocurren durante la
diferenciacién timica que se acaban de descri-
bir, los cuales culminan con la generacién de
células T con capacidad de responder en la pe-
riferia frente a una gran variedad de antigenos,
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se acompana de una serie de eventos genéticos
que tienen como punto central la generacién
de un receptor antigénico funcional.

LOCALIZACION DE LOS GENES DEL
TCR

En el cromosoma 14 humano se encuentra el
locus genético que codifica la cadena o del
TCR. Al igual que ocurre con los genes de las
inmunoglobulinas este gen estad constituido
por un gran nimero de fragmentos de DNA
que contienen la informacién para la regién
variable de esta cadena. Se han identificado
alrededor de 50 secuencias genéticas V, 50 -
70 fragmentos ] y una secuencia C. Al frente
de cada fragmento V se encuentra una se-
cuencia sefal (L). Los fragmentos genéticos
V y ] codifican la regién variable mientras que
la secuencia de DNA C codifica la region
constante; esta tiltima estd compuesta de cua-
tro exones: uno que codifica el dominio cons-
tante, otro que codifica 16 aminoacidos in-
cluyendo los residuos de cisteina que forman
el puente disulfuro, un tercer exén que codi-
fica las regiones transmembrana y
citoplasmatica y finalmente un exén que con-
tiene la region 3 no traducida.

El locus que contiene la informacién para la
cadena 3 del TCR humano se localiza en el
cromosoma 7, en un segmento del genoma de
686 Kb. Se ha estimado que existen alrededor
de 75 fragmentos genéticos V; hacia el extre-
mo 3” de estaregién estan localizados dos gru-
pos de secuencias, cada una con un fragmen-
to D, siete secuencias J y una secuencia C (Fi-
gura 3). Los fragmentos VD] codifican la re-
gién variable de esta cadena.

En la misma regién del cromosoma 14 donde
se encuentra el gen que codifica la cadena «,
esta ubicado el gen para la cadena & del TCR.



Este gen, al igual que el

[ TCRp (Cromosoma 7u

gen de la cadena a, con-
tiene fragmentos V, ] y
C, pero posee una se-
cuencia adicional cono-
cida como D. A diferen-
cia de la cadena «, la

5

TCRa (Cromosoma 14)
L1 V1 Ln Vn=50-80

diversidad de la regién B
variable es mucho mas

limitada, pues solo se
han descrito en el hu-
mano entre cuatro y

TCRS
(Cromosoma 14)

L1 V1 Ln Vn=3

ocho fragmentos

| TCRy (Cromosoma 14) |

genéticos V; ademas,
existen tres secuencias

L1 V1 Ln Vn=8-12

D y dos secuencias ]J.
Este locus contiene una
secuencia constante.
Las secuencias V, D y ] son los que codifican la
region variable de la cadena & del TCR.

Cuando ocurre un rearreglo genético de las
secuencias Va y Ja se pierde la totalidad del
genoma para los fragmentos genéticos D/J/C
del TCRS, lo cual indica que las secuencias D3,
J3 y C3 estan ubicadas en la regiéon compren-
dida entre las secuencias Va y Joa. Con rela-
cién a las secuencias V8 se considera, como lo
mas probable, que también se encuentran en-
tre Va y Jo; sin embargo, algunos fragmentos
V8 como por ejemplo el V&6, rara vez son eli-
minados durante los rearreglos Va-Ja lo que
supone que pueden existir genes V3 localiza-
dos al extremo 5” de los fragmentos Va. Toda
la regién del genoma que contiene los genes
de las cadenas a y & tiene un tamano de 1.1
megabases (Figura 3).

En otra regién del cromosoma 7 humano se
localizan las secuencias de DNA que codifican
la cadena ¥, la cual comprende una regién de
150 kilobases. Al igual que sucede con la cade-
na §, la cadena y tiene una diversidad limita-
da, pues en esta region se encuentran solo ocho
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Figura 3. Organizacién de los genes que codifican el TCR.

secuencias V y dos grupos de secuencias J/C,
cada grupo contiene dos o tres segmentos J y
una secuencia C.

RECEPTOR DE CELULAS T

Recombinaciones génicas del TCR

La diversidad de los TCR se produce por re-
combinacién somatica de los fragmentos gené-
ticos que codifican las regiones variables de las
distintas cadenas; para el caso de las cadenas
a y y se rearreglan las secuencias V] mientras
que para las cadenas B y & la recombinacién
incluye a la region D; por lo tanto, se forma
una secuencia VDJ (Figura 4). La recombina-
cién somatica se produce por la accién de
recombinasas RAG en una forma similar a la
que ocurre en linfocitos B para el rearreglo de
inmunoglobulinas. Estas recombinasas recono-
cen sitios especificos en el genoma llamados
RSS que estan localizados al lado 3" de cada
fragmento V, al lado 5" de cada fragmento ] y a
ambos lados de las secuencias D. Una region
RSS consta de una secuencia altamente con-



servada de 7 nucleéti-
dos (heptamero, con-
censo 5 - CACAGTC)
localizada junto a la se-
cuencia codificadora, le
sigue otra no conserva-
da de 12 o 23 nucle6-
tidos (secuencia espa-
ciadora) y luego una al-
tamente conservada de
9 nucleétidos (nondme-
ro, concenso 5 -
ACAAAAACC). Los es-
paciadores, al parecer,
acercan los heptameros
y nonameros para que
sean reconocidos en for-
ma simultanea por las
RAG. La longitud del
espaciador define dos
tipos de RRS llamados
RRS-12 y RRS-23; sola-
mente se presenta una
recombinacién eficiente
entre un RRS-12 y un
RRS-23, restriccion co-
nocida como la regla 12/
23; asi por ejemplo, para
las cadenas B y & prime-
ro se deben recombinar
las secuencias D con las
secuencias J y luego los
fragmentos V con el DJ
rearreglado, ya que Vy
] tienen un espaciador
de23 pballado 3 y 5,
respectivamente, mien-
tras que D tiene uno de
12 pb a cada lado.

Se han propuesto dos
fases en el proceso de
recombinacién (Figu-
ra 5):

L1 V1 Ln Vn D1 Jn C1 D2 J1Jn
5 ST ~THHE -

Recombinacién L1 V1 Ln Vn BT Gt > B2 01 Jn
DJ T Al H-
Recombinacién
VvDJ

L1 V1 Ln Vi J1 Jn

SN
ma;

o

NN

Procesamiento
Reparacién

Unién @

Figura 5. Fases del proceso de recombinacion.
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Fase 1
RAGs
HMG

Fase 2

RAGs
HMG'2
TdT
Ku70
Ku80
DNA PK
Ligasa IV



Fase 1. Dos RSS al ser reconocidos por la ma-
quinaria de recombinacién hacen sinapsis (se
juntan), la recombinasa cataliza la hidrélisis del
ester de fosfato entre el Gltimo nucle6tido del
gen que se vaarearreglar y el primer nucle6tido
del heptamero lo cual produce la ruptura del
DNA. En esta fase participan las proteinas
RAG-1 y RAG-2 y las proteinas del grupo de
alta movilidad (HMG1/2).

Fase 2. Se procesan los extremos codificadores
por medio de una endonucleasa, lo que a me-
nudo se asocia con pérdida y adicién de un
pequeno nimero de nucleétidos; posterior-
mente, se juntan los dos genes para formar los
genes rearreglados. En este proceso intervie-
ne un grupo de proteinas reparadoras de DNA
entre ellas 3 componentes de la DNAPK como
son Ku70, Ku80, la subunidad catalitica de la
quinasa DNAPK, XRCC4 y la proteina ligasa
IV de DNA. Ademads, durante este proceso se
adicionan nucleétidos N (“non-templated”) a
las uniones entre las secuencias codificadoras
mediante una reaccion catalizada por la enzi-
ma TdT, esto, contribuye notablemente a la
diversidad del receptor, particularmente en la
region CDR3. Esta enzima se expresa en los
timocitos hasta que se completa el proceso de
maduracién.

Desarrollo ontogénico del TCR

Durante el desarrollo de los linfocitos T en el
timo, las primeras células que hacen rearreglos
del material genético que codifica el TCR son
los linfocitos T v8. En el modelo murino las
células que expresan TCR 3 en su superficie
se detectan 3 a 4 dias después de que los pre-
cursores linfoides ingresan al timo y 2 a 3 dias
mas tarde se inicia la expresiéon del TCR a.
Durante la gestacién la expresion del TCR y3
ocurre a las 9 semanas y el TCR of3 a las 10
semanas

96

Con relacién al TCR ap, primero se rearreglan
los genes de la cadena B, iniciando con los seg-
mentos DJ y luego cualquiera de las secuen-
cias V se recombina con los segmentos DJ
rearreglados. Luego se transcribe el RNA nu-
clear primario (inmaduro), el cual sufre un
procesamiento que elimina todas las secuen-
cias que no se van a traducir para asi generar
el RNAm. Este RNAm es traducido en la pro-
teina B la cual se asocia a una proteina no
polimérfica a llamada pTa formando lo que se
conoce como el pre-TCR, que se asocia con los
componentes del CD3. Mediante este complejo
las células reciben las sefales que inhiben la
expresion de RAG y permiten que el timocito
sea rescatado de apoptosis y entre en expan-
sién clonal activa; este evento es independien-
te del CMH y ocurre al momento en el cual el
precursor de linfocito T se convierte en célula
DP CD4*CD8*. Posterior a esta seleccion me-
diada por el pre-TCR, los timocitos en desa-
rrollo dejan de dividirse, se reexpresa RAG, el
locus o se hace accesible a la maquinaria de
recombinacién y se inicia el rearreglo de los
genes de la cadena o (cualquiera de los frag-
mentos Vo puede unirse a cualquier segmen-
to Ja), luego la secuencia Va-Ja rearreglada
se une a la secuencia C. Después de ser
transcripto y traducido, el producto del gen
o se asocia con la cadena B formando el
heterodimero TCRaf que se expresa en la
membrana celular asociado al CD3 y a la ca-
dena . Existe exclusion alélica para el rearreglo
de los genes de cadena B, pero los genes de la
cadena a contintian rerreglandose hasta que
se forme un TCR adecuado, después de haber
pasado todos los controles de calidad del TCR
que existen en el timo.

En el caso de los genes que codifican el TCR
Y3, primero se rearreglan los segmentos DJ de
la cadena & y luego uno de los segmentos V3
se une al segmento DJ rearreglado. Cuando se
produce la proteina d funcional se activan los
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rearreglos en los segmentos V y J que codifi-
can la cadena y. Al producirse la proteina y ésta
se asocia a la cadena 8 y se forma el
heterodimero asociado también al CD3 y a la
cadena &. No hay evidencia de un prerreceptor
en el desarrollo del TCR y§, un hecho que se
ha asociado con ausencia de expansién clonal
de los progenitores de estas células durante su
desarrollo en el timo.

Existe seleccién en el desarrollo de una célula
T impuesto por la expresiéon de un TCR y8
completo; de esta manera, los rearreglos ini-
ciales yd parece que impiden rearreglos a.. Se
ha demostrado que el rearreglo de genes Y3 y
af en una misma célula es incompatible con
la vida de la célula. La expresiéon de un TCR y3
en un progenitor programado a ser linfocito T
ap, o la expresion de un pre-TCR en una célu-
la programada a ser linfocito T y3, lleva a la
eliminacién de los linfocitos T aff y T y3, res-
pectivamente.

Base molecular de la seleccion de linfocitos
Tafy Tyo

Atn no se tiene evidencia bioquimica sobre los
mecanismos que llevan a una célula T a ser y5
6 af, pero se han descubierto unas moléculas
claves en la expresién de los genes TCR, como
son la IL-7 y un grupo de proteinas llamadas
bHLH (“basic helix loop helix”). Senales me-
diadas por el receptor de la IL-7 controlan los
rearreglos y transcripcién de genes TCRy$; en
este caso se propone un mecanismo que depen-
de de la acetilacién de histonas, lo cual produ-
ce desempaquetamiento de nucleosomas ha-
ciendo accesibles los RSS a la maquinaria de
recombinacién.

Proteinas de la familia bHLH como E2A, HEB,
Id, SCL son reguladores importantes en el de-
sarrollo de linfocitos T. Estas proteinas forman
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dimeros al unirse entre si y funcionan como
un complejo de varios componentes que in-
cluyen diversos reguladores transcripcionales
como el complejo SAGA y p300 que pueden
desempaquetar histonas. El nimero de
linfocitos T o se reduce 5 a 10 veces en rato-
nes HEB-/- y E2A-/- y el de linfocitos T yd se
reduce 10- 40 veces en ratones E2A-/- pero no
en ratones HEB-/-, sugiriendo que E2A puede
tener un papel tnico en el desarrollo de la li-
nea Tyd, mientras que HEB promueve princi-
palmente la linea Toa3.

Edicion del TCR

La calidad del TCR que se produce, debe ser
verificada antes que los linfocitos T abando-
nen el timo. Los rearreglos de la cadena 3 con-
tinian hasta que cesan las sefiales mediadas
por el pre-TCR y los rearreglos de la cadena a
contintian hasta que la seleccion positiva esta-
blece que se ha producido la expresion de un
heterodimero TCRaf3 apropiado. Cuando se
produce un TCR inadecuado los genes de la
cadena TCR a que no fueron rearreglados ini-
cialmente pueden hacer un rearreglo secun-
dario; este proceso se conoce como edicién del
receptor. Esto le permite a los timocitos en de-
sarrollo probar varios TCR para poder lograr
una seleccién positiva.

El mecanismo propuesto para que se induz-
can nuevos rearreglos en los genes TCRa es el
siguiente: Segun la afinidad de la unién del
TCR a un ligando, la interaccién puede ser per-
manente, lo cual provoca una internalizacién
del TCR produciéndose una disminucién en
la sefalizacién mediada por este receptor; esto
es percibido por la célula como ausencia de
un TCR funcional y en respuesta, activa nue-
vamente la maquinaria de recombinacion.
Cuando los linfocitos T han madurado y estan
en los ganglios linfaticos pueden probar nueva-
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En resumen, la maduracién y diferenciacion
de los linfocitos T es un proceso altamente es-
pecializado a través del cual estas células ad-
quieren su receptor especifico de antigeno, que
se selecciona para reconocer con cierta afini-
dad las moléculas extrafnas y no las propias, al
tiempo que se seleccionan diferentes subpobla-
ciones de células T con diferente fenotipo es-
tructural y funcional. Muchos de los procesos
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