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Abreviaturas usadas en este capitulo

BCR: Receptor de células B Grb2: Proteina 2 de unién del receptor
Ca*i: Calcio intracelular del factor de crecimiento
CMH: Complejo mayor de histocompa- GRO: Oncogen relacionado con el cre-

tibilidad cimiento
CPA: Células presentadoras de antigeno ~ GTP: Guanosin trifosfato
CTLA-4: Proteina asociada a CTL 4 ICAM: Molécula de adhesion intercelular
CIL: Linfocitos T citotéxicos IL: Interleuquina
DAG: Diacil glicerol IL-2R: Receptor de Interleuquina 2
ERK: Quinasas reguladas extracelular- L Inositol trifosfato

mente ITAM: Motivo de activacién del inmuno-
FcR: Receptor para la fraccion cristali- rreceptor via tirosina

zable de las inmunoglobulinas Itk: Quinasa de linfocitos T inducida
Fyn: Proteina relacionada con la pro- por IL-2

teina YES felina IP-10: Proteina de 10 kDa inducida por
GAP: Proteina activadora de GTPasa interferén
G-CSF: Factor estimulador de colonias de JAK: Quinasas de la familia Janus

granulocitos JNK: Quinasa C-Jun N-Terminal
GM-CSF: Factor estimulador de colonias de kDa: Kilodalton

granulocitos y monocitos LAT: Ligador para la activacién de
GDI: Inhibidores de la disociacién de linfocitos T

nucleétidos de guanina quinasa  Lck: Quinasa linfocitaria

SRC carboxilo-terminal LFA: Antigeno asociado a la funcién
GDP: Guanosin bifosfato leucocitaria
GEF: Factores intercambiadores de LT Linfocito T

nucleétidos de guanina MAPK:  Quinasasactivadas por mitégenos
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MAPKK: Quinasa de proteinas quinasas ac-
tivadas por mitégenos

MCP: Proteina quimioatrayente del
macréfago

M-CSF:  Factor estimulador de colonias de
monocitos

MEK: Proteina quinasa activada por
mitégenos

MEKK:  Quinasa de MEK

MIP: Proteina inhibitoria del macréfago

NE-AT: Factor nuclear de células T activadas

NF-«B: Factor nuclear asociado a la cade-
na kappa de células B

NK: Asesinas naturales

PGE;: Prostaglandina E,

PHA: Fito-hematoaglutinina

PKA: Proteina quinasa A

PKC: Proteina quinasa C

PLC: Fosfolipasa C

PI: Fosfatidilinositol

PI3K: Fosfoinositol 3 quinasa

PIP,: Fosfoinositol bifosfato

P120GAP: Proteina activadora de GTPasa 120

Ral-GDS: Factor intercambiador de nucle6-
tidos de la GTPasa Ral

Ras: Oncogen asociado con sarcoma en
ratas

SDS-PAGE:Electroforesis en gel de poliacrila-
mida con doudecil sulfato de sodio

SH2: Dominio 2 de homologia con Src

SH3: Dominio 3 de homologia con Src

SHC: Proteina colagena y homoéloga con
Src

SMAC: Agregado supramolecular de ac-
tivacion

Sos: Homaéloga la son of sevenless de
la Drosophila melanogaster

SRE: Sistema reticulo endotelial

STAT: Transmisores de sefial de activa-
cibn y activadores de la
trascripciéon

Syk: Tirosina quinasa esplénica

TCF: Factor de transcripcion

TCR: Receptor de células T

TLR: Receptores tipo Toll

TNEF: Factor de necrosis tumoral
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TNEFR: Receptor de factor de necrosis
tumoral

VLA: Proteina de activacién muy tardia

XSCID: Sindrome de inmunodeficiencia
severa combinada asociada al
cromosoma X

ZAP-70: Proteina de 70 kDa asociada a z

INTRODUCCION

Los LT cumplen un papel fundamental en la
respuesta inmune, tradicionalmente designa-
da como respuesta inmune adquirida o espe-
cifica. Las células T “aprenden” a identificar
los antigenos mediante el reconocimiento de
pequefios fragmentos proteicos derivados de
los antigenos que son mostrados por las deno-
minadas CPA. A diferencia de las células B, las
cuales reconocen epitopes tridimensionales, es
decir estructuras como proteinas, acidos nu-
cleicos, lipidos, sacaridos, entre otros, que se
encuentran en su forma nativa, las células T
s6lo reconocen determinantes lineales de pép-
tidos definidos, es decir Gnicamente identifi-
can la estructura primaria de fragmentos pro-
teicos. Para estimular a las células T, los pépti-
dos unidos al CMH deben formar estructuras
estables, de tal suerte que las células T puedan
interactuar el tiempo suficiente para poder ser
activadas. El receptor mediante el cual los LT
reconocen al CMH con el péptido antigénico
es designado como TCR, el cual se encuentra
unido al complejo proteico conocido como
CD3 que se encarga de transmitir las sefales
de activacion al interior de las células.

El hecho que las células T reconozcan tnica-
mente antigenos proteicos presentados por las
CPA tiene repercusiones importantes para su
capacidad de respuesta. En general, las célu-
las T nunca van a actuar sobre antigenos circu-
lantes y van a tener restricciones en sus res-
puestas debido a que Giinicamente van a poder
mediar respuestas reguladoras y efectoras
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mediante el contacto
célula a célula. Por
ejemplo, cuando las
células T CD4+ reci-
ben senales para ser
activadas, mediante
el reconocimiento
de péptidos antigé-
nicos en el contexto
del CMH clase II por
parte del TCR, tam-
bién envian sefiales a
la CPA, que bien
puede ser un linfoci-
to B, una célula den-
dritica 0 un macré-
fago; estas senales re-
dundan en la super-
vivencia de la CPA,
en su diferenciacion
y/o maduracién. De
otro lado, cuando las
células T CD8+ se
activan completa-
mente y se diferen-
cian en LT citotéxicos reconocen los péptidos
antigénicos expresados en el contexto del CMH
clase I por cualquier célula con nicleo.

Si bien es claro que la activacién de las célu-
las T es un evento que compromete Ginica-
mente la interaccién entre células, los even-
tos posteriores a su activacién, como son la
diferenciacién y especializacion en células
ayudadoras o citotéxicas, hacen parte del
complejo contexto de la regulacion de la res-
puesta inmune. En el presente capitulo se
hara énfasis en los elementos celulares de la
sefalizacién que se requieren para que la cé-
lula T active los mecanismos que regulan su
ciclo celular y que llevan a la produccién de
IL-2, una citoquina conocida como el factor
de crecimiento de las células T y por lo tanto
fundamental para aumentar el nimero de
células que reconocen especificamente un
antigeno dado.

I B7-1
I B7-2

\

I CD58

CD28 l
CTLA4 I

CD2

Figura 1. Activacion de las células T. La activacion de las células T
ocurre como consecuencia del reconocimiento que hace el TCR de un
péptido que se encuentra unido al CMH de la CPA. Pero ademds de este
reconocimiento se requiere de la presencia de varias moléculas adicionales
que por un lado permiten hacer mds estable la interaccion y por el otro
transmiten senales al interior de las células participantes de esta
respuesta, de forma que se logre una adecuada activacion tanto

de la célula T como de la CPA.
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MPLI:ZCULAS DE SUPERFICIE DELAS
CELULAS TY SUS LIGANDOS

La activacion de las células T es el evento cen-
tral para desencadenar la respuesta inmune
adaptativa y esta activaciéon depende esen-
cialmente de la interaccién entre las molé-
culas de la membrana de estas células con
ligandos especificos en la membrana de la
CPA (Figura 1). En general, las proteinas de
la célula T se unen a los ligandos expresados
en la superficie de la célula presentadora
con baja afinidad, en el rango micromolar;
esto es necesario, porque afinidades mayo-
res harian dificil que se puedan separar las
membranas sin alterar sus estructuras. A
continuacion, se describen las moléculas mas
importantes para la interaccién y activacién
de las células T.



TCR/CD3

El TCR consta de dos
cadenas heterodiméri-
cas clonalmente distri-
buidas, con una estruc-
tura similar a las inmu-
noglobulinas, pues tie-
ne una region variable
y otra constante. Exis-
ten dos tipos de TCR,
uno constituido por las
subunidades af} y otro
por las subunidades y8.
Al igual que los anti-
cuerpos, el dominio va-
riable de estas cadenas
se encuentran codifica-
do en fragmentos de
DNA que se rearreglan
de formas distintas, lo
que permite la genera-
cién de un repertorio
de diferentes regiones
variables muy grande,
que estd alrededor de
10" a 10" especies pare el TCR af3. Las regio-
nes variables de las subunidades af3 o yd reco-
nocen los péptidos antigénicos que son pre-
sentados por el CMH. Los LT CD4+ recono-
cen fragmentos entre 10 y 25 aminoacidos uni-
dos al CMH-II, mientras que los LT CD8+ re-
conocen fragmentos de 8 a 10 aminoéacidos pre-
sentados por el CMH-L

La sefalizacién desencadenada por el reco-
nocimiento que realiza el TCR es conducida
por los polipéptidos que conforman el CD3
y los cuales se unen de forma no covalente al
TCR. El CD3 esta conformado por tres
polipéptidos invariantes (y, 3, €) y por dos
subunidades homodiméricas (£—£) o heterodi-
méricas ({-m) adicionales (Figura 2). En las
etapas iniciales de la activacién, las colas cito-
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Figura 2. Complejo TCR/CD3. La molécula CD3 es un complejo de
polipéptidos que es esencial para el proceso de senalizacion que se
desencadena como consecuencia del reconocimiento del antigeno. La
fosforilacion de los dominios ITAM que poseen las colas citoplasmaticas
de las cadenas y, 6, €y ¢ (o 1), permite iniciar las sefiales intracelulares
que terminan en la activacion de las células T.

plasmaticas de estos péptidos son fosforiladas
por un grupo particular de enzimas conoci-
das como Src quinasas, lo cual desencadena
la cascada de senales intracelulares que se dis-
cutirdn mas adelante.

LFA-1

Esta integrina leucocitaria (c.,,3,) cumple tan-
to funciones de adhesién celular como de mo-
lécula coestimuladora. Su ligando es el ICAM,
el cual se expresa en la CPA. Una caracteristi-
ca notoria de esta integrina es que poco des-
pués de la activacién, ella incrementa su afini-
dad por el ligando, lo cual es un factor impor-
tante para favorecer la interaccién entre célu-
las T y CPA.



CD4

Esta molécula se encuentra asociada con el
TCR/CD3 en las células T ayudadoras CD4+.
Durante la interaccién entre células T y CPA,
el CD4 une el CMH clase II, lo cual restringe
la presentacién antigénica. Durante la activa-
cién, la cola citoplasmética de esta molécula se
une a la Src quinasa Lck, lo cual permite que
esta tltima se ponga en contacto con las molé-
culas que dan inicio al proceso de sefializacién.
La presencia de CD4 hace que el requerimien-
to de complejos CMH-péptido sea mucho
menor para lograr una activacién completa de
la célula T.

CD8

El CD8 es una molécula dimérica (a3 o aa)
que se une a las moléculas del CMH clase I, lo
cual restringe la interaccion de los LT a aquellas
células que expresan este CMH. Aligual que CD4,
el CD8 potencia la respuesta de los LT gracias a
que acerca la quinasa Lck al complejo TCR/CD3.

CD28

La molécula CD28 es el principal receptor
coestimulador de los LT, el cual se localiza con
el TCR en la parte central de la sinapsis entre
LT y CPA. Se encuentra presente en la mem-
brana de la mayoria (el 80%) de los LT que ex-
presan TCR y CD3. Es una glicoproteina for-
mada por dos cadenas iguales (homodimero),
que estan unidas entre si por un puente disul-
furo. Cada cadena tiene tres segmentos (extra-
celular, transmembranal y citoplasmico). En el
segmento extracelular, cada cadena posee un
puente disulfuro intracatenario y adopta una
conformacién similar a la de los dominios de
las inmunoglobulinas. Los ligandos del CD28
(B7-1 6 CD80 y B7-2 6 CD86) también pertene-
cen a la superfamilia de las inmunoglobulinas
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y son regulados positivamente durante la acti-
vacién celular sobre la superficie de las CPA.

El CD28 desencadena vias de sefnalizacion adi-
cionales a las puestas en marcha por el TCR/
CD3, las cuales potencian, en gran medida, la
activacién de los LT. El uso de anticuerpos mo-
noclonales anti-CD28 ha permitido demostrar
que esta molécula esta relacionada con la pro-
duccién de IL-2. Por lo tanto, la interacciéon
del CD28 con las moléculas B7, es necesaria
para que se inicie una respuesta adecuada de
los LT después del reconocimiento de los de-
terminantes antigénicos por el TCR. El aumen-
to en la produccién de IL-2 y otras citoquinas
por las células a las cuales se les estimula a través
del CD28 sugiere que la interaccion CD28-B7 au-
menta la trascripcién de varios genes, cuya ex-
presion va a activar tanto la célula T como la CPA.

CTLA-4(CD152)

CTLA-4 es una molécula transmembranal ho-
moélogaa CD28 (poseen un 30% de homologia)
y al igual que el CD28, se une a las moléculas
B7.1 y B7.2 en la CPA; sin embargo, esta molé-
cula solo se expresa después que el LT ha sido
activado. Mientras que CD28 tiene un solo
dominio de unién a B7, cada dimero de CTLA-
4 se une a dos moléculas bivalentes e indepen-
dientes de B7, lo cual puede explicar el porque
CTLA-4 tiene 50-100 veces mayor afinidad por
su ligando. Ademas, CTLA-4 tiene un efecto re-
gulador negativo sobre la activacién de los LT.

CD2

El CD2 es conocido como T11, LFA-2 o Leu 5.
Su masa molecular varia entre 45 y 55 kDa de-
pendiendo de su estado de glicosilacién. Se
expresa en todas los LT humanos, en timocitos,
en la mayoria de las células NK y en algunas
células de lamédula 6sea. La capacidad de esta



molécula de unirse a los glébulos rojos de
carnero se ha utilizado clasicamente para su
purificacién mediante la estrategia conocida
como formacién de rosetas E. Normalmente,
el CD2 puede unirse a ligandos como el CD48
y el CD58. Esta interaccion promueve la adhe-
si6n especifica y no especifica entre la célula T
y la CPA. El bloqueo de esta interaccién me-
diante anticuerpos monoclonales contra CD2,
con CD2 soluble o con anticuerpos contra sus
ligandos previene la activacién de la célula T,
la produccién de IL-2, la proliferacién y la
citotoxicidad. La adhesién mediada por CD2
es un factor importante en la fisiologia de la
respuesta T pues es un elemento de reconoci-
miento mediante el cual la célula T establece
que esta frente a una CPA y permite otras
interacciones sindpticas entre moléculas pre-
sentes en ambas células.

CD45

El CD45 es una proteina transmembrana cuya
porcién citoplasmatica tiene actividad
fosfatasa. La capacidad para desfosforilar otras
proteinas es importante para la activacién de
las células T, lo cual se discutird méas adelante.
En el humano, se encuentran diferentes
isoformas de CD45 que van desde 180 a 220
kDa, dependiendo del estado de activacion de
las células; hasta el momento, no se conoce cual
es el ligando para esta molécula.

RECONOCIMIENTO DE LA CELI;ILA
TYELINICIO DE LA ACTIVACION

Durante la fase inicial de la interaccién del LT,
éste extiende proyecciones de seudépodos para
unirse a otra célula (fase de btisqueda) hasta
que encuentra el ligando correcto y puede ser
activada. Una vez ocurre este reconocimiento
se forma una sinapsis, la cual se caracteriza por

126

tener una acumulacién de TCR/CD3 en el cen-
tro rodeada por un anillo de la integrina LFA-1.

Se conoce que las células T tienen una gran
variabilidad en la sensibilidad hacia el antigeno,
pues la respuesta completa de una célula T se
puede obtener con la interaccién de solo un
complejo CMH-péptido o se pueden necesi-
tar hasta 400 complejos CMH-péptido. Sin
embargo, existe una relacién dosis respuesta
en el proceso de activacién, pues se ha demos-
trado que en la mayoria de las células T CD4+
un solo ligando puede inducir una leve activa-
cién del flujo de Ca?*, mientras que la interac-
cién con dos ligandos conduce a una eleva-
ci6én mas sostenida de los niveles de Ca**y con
10 ligandos o mads se produce una respuesta
maxima. También se ha encontrado que una
interaccién de 10 ligandos induce la formacién
de la sinapsis inmunoldgica, lo cual sugiere que
éste puede ser el umbral necesario para lograr
una activacion completa de la célula T

La ausencia o el bloqueo del CD4 afecta de for-
ma dramaética la capacidad de las células T
ayudadoras para ser activadas por un nimero
bajo de ligandos. Cuando no hay CD4 se re-
quieren entre 25 a 30 complejos CMH-péptido
para lograr una activacién similar a la obteni-
da con 10 complejos en presencia de CD4. Se
propone que en ausencia de CD4, la activa-
cion de las células T depende de la dimeriza-
cién de moléculas de TCR/CD3 que estan in-
teractuando con complejos CMH-péptido, por
lo tanto se requiere de un niimero grande de
estos complejos para que pueda haber la for-
macién de dimeros durante la fase de basque-
dadelacélulaT

Una vez se inicia la activacién de la célula T,
varias moléculas de membrana de esta célula,
junto con los ligandos correspondientes en la
célula presentadora, se ubican en regiones dis-
cretas de esta interaccién, de forma tal que el
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TCR/CD3, el CD28 y el
CD4 o CD8 ocupan la
regién central mientras
que la periferia esta con-
formada por un anillo
rico en LFA-1 y CD45;
esta organizacion es co-
nocida como sinapsis
inmunolégica. En la cé-
lula que esté siendo re-
conocida, el CMH for-
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ma un centro opuesto
al de la célula T y se
constituye un anillo ex-
terno por moléculas
ICAM-1. Simultédnea-
mente a esta disposi-
cién de la membrana,
en el interior de la célu-
la también se presenta
una organizacién carac-
terizada por la con-
fluencia de Lck, PKC y
agregados de actina inmediatamente por de-
bajo del centro de la sinapsis.

Hasta hace poco se pensaba que el agrupamien-
to de las moléculas de membrana en la sinapsis
inmunolégica dependia de la difusién y
atrapamiento de moléculas a medida que ocu-
rria la unién con los ligandos respectivos; sin
embargo, se ha demostrado que existe un me-
canismo de transporte activo en la célula T, el
cual depende de proteinas motoras de miosina,
que se encargan de transportar TCR/CD3 y
posiblemente otras moléculas hacia la sinapsis.
En las células T ayudadoras, una interaccion
con la CPA puede mantenerse por 10 a 12 ho-
ras, pero solo se necesitan de dos a tres horas
para alcanzar una activacién irreversible. Esto
se correlaciona con el mantenimiento de la
sinapsis inmunoldgica y con los niveles altos
de Ca?*, lo que a su vez permite que los facto-
res de transcripcion se mantengan en el nicleo.
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Figura 3. Reconocimiento del péptido antigénico por el TCR. Aunque no
existe un modelo definitivo que explique como el TCR reconoce el epitope
presentado por el CMH, se ha propuesto un modelo segin el cual, durante
la presentacién antigénica, ocurre una interaccion inicial entre el TCR y
las hélices o del CMH, lo que permite una primera union; esto es seguido
por un plegamiento de los sitios que en el TCR interactiian con el
antigeno, particularmente la region determinante de complementariedad 3
(CDR3), sobre el péptido unido al CMH. Si se establece una
complementariedad adecuada se logra un estado estable final
que permite dar inicio al proceso de sefializacion.

Los RNAm que codifican para citoquinas se
detectan en los LT pocas horas después de
iniciada la activacién y en unas pocas horas
mas se inicia la liberacién de vesiculas
secretorias en la regién donde se estd dando
la interaccién con la célula presentadora, lo
cual permite la generacién de senales que
actian tanto sobre la célula blanco como so-
bre la misma célula T ayudadora. De esta
manera, se inicia la division celular en la cé-
lula T, lo que posiblemente destruye la
sinapsis inmunolégica. En las células T
citotoxicas estas respuestas son mucho mas
cortas, con una elevacion de Ca’* que dura
de 2 a 20 minutos, lo cual conduce a una ra-
pida liberaciéon del contenido de los granu-
los que contienen agentes citotéxicos. De esta
manera, puede haber lisis de células blanco
en cinco minutos o menos después del reco-
nocimiento, aunque en algunos casos ésta
puede tomar algunas horas.



El andlisis termodinamico de la interaccién del
TCR con el complejo CMH-péptido ha demos-
trado que en la mayoria de los casos se produ-
ce una disminucién de la entropia durante el
reconocimiento del CMH-péptido por parte
del TCR. Esto es caracteristico de una interac-
cién tipo acomodamiento inducido, en la cual
se produce un movimiento de las regiones que
determinan la complementariedad en el TCR
para formar el sitio de unién. Esta informa-
cién ha permitido proponer un modelo en el
cual la unién del TCR se da en dos etapas: pri-
mero, se establece un contacto del TCR con
las hélices a del CMH, lo cual es seguido por
un plegamiento de los sitios del TCR que reco-
nocen el antigeno sobre el péptido antigénico
para lograr un estado estable final (Figura 3).
De esta forma, la fase de btasqueda consiste de
un contacto inicial entre TCR y CMH que per-
mite la orientacién del primero, de tal manera
que rapidamente puede determinar si el pépti-
do que ocupa la hendidura del CMH es el apro-
piado. Puesto que los sitios de reconocimiento
del TCR pueden adquirir muchas conformacio-
nes finales posibles, este modelo puede explicar
la reactividad cruzada inherente de los TCR.

QUINASAS Y FOSFATASAS, PARA
ACTIVAR Y/O DESACTIVAR LAS
CELULAST

Tal vez el modelo més estudiado, aunque no
del todo entendido, sobre la senalizacion intra-
celular y segundos mensajeros es el de la acti-
vacion del LT. Los LT juegan un papel central
en la respuesta inmune, pues son los respon-
sables de poner en marcha la respuesta espe-
cifica de tipo celular. Los LT pueden actuar co-
mo células efectoras directas (células citotoxi-
cas, infiltrantes de tumores, reconocedoras de
antigeno) o como células con capacidad
reguladora sobre otros tipos de respuestas
(produccién de citoquinas, cooperacién con
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las células B e induccién de anergia) que par-
ticipan en los mecanismos de defensa del or-
ganismo. Esta funcién reguladora se lleva a
cabo por medio del contacto directo célula-
célula o mediante la secrecién de varias cito-
quinas. Asi, una funcién apropiada de célu-
las T es esencial para el mantenimiento de la
homeostasis del sistema inmune. Por el contra-
rio, las anormalidades en su funcién pueden
llevar a enfermedades inmunolégicas, como
autoinmunidad, alergias o inmunodeficiencias.

Aunque las condiciones de estimulacién del LT
pueden ser bastante particulares y tener dife-
rentes efectos en su funcién, la activacion ce-
lular de los segundos mensajeros es esencial-
mente un denominador comin a los distin-
tos tipos de células de un organismo. Para su
activacion, el LT requiere que otra célula, de-
nominada CPA, le entregue la sefal especifi-
ca del antigeno y una segunda sefal coesti-
muladora. Las células T que reconocen este
antigeno en el contexto del CMH pueden em-
pezar sus actividades metabdlicas y prolife-
rar para generar un “ejército” de células con
capacidad efectora sobre el antigeno que reco-
nocen, expresado en la membrana de alguna
célula.

Existen sistemas que imitan la senal produ-
cida por la interaccion TCR-CMH-péptido,
los cuales han sido muy ftiles para el desci-
framiento de las sefiales y vias bioquimicas
que llevan a la activacién de la célula T. Ejem-
plos de éstos son los anticuerpos agonistas
que se unen al TCR o al CD3 o las lectinas
que interactian con las diferentes proteinas
de membrana importantes para la activacién
celular. Las lectinas son glicoproteinas globu-
lares, generalmente con una masa molecular
pequena que tienen la capacidad de unir re-
siduos de aztcares presentes en las glicopro-
teinas de la membrana y asi mimetizar la
interaccién entre las CPA y las células T.
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El estimulo del TCR de-
sencadena una serie de
cambios bioquimicos
que ocurren durante los
primeros segundos des-
pués del reconocimien-
to antigénico. El evento
mas rapido es la fosfori-
lacién de proteinas en
motivos conocidos co-
mo ITAM. Los ITAM
son secuencias ordena-
das de aminoacidos que
estan presentes en las
colas citoplasmicas de
varios receptores como
el TCR, el BCR y los FcR.
La secuencia consenso
de los ITAM es YXXL/
I(X, 9 YXXL/I, donde X
indica cualquier ami-
noécido y como se pue-
de ver cada uno de estos
motivos posee dos sitios
posibles de fosforilacion.
En el TCR/CD3 los ITAM
se encuentran en las ca-
denas CD3y, CD33,
CD3e y €.

No se conoce con
exactitud el mecanis-
mo por el cual la
unién del TCR con el
antigeno lleva a la fos-
forilacién de los ITAM,
pero laimportancia de
este evento es tal que
el bloqueo de la activi-
dad quinasa de tirosi-
nas en este punto de-
tiene buena parte de la
cascada de eventos
posteriores asociados

Figura 4A

CD4
CcD45 Cbp/PAG B
e | oS ¢

(iGN

Csk

ién de Lck medidada por Csk

CD45

Disociacién de Csk

Nucleo

Figura 4. Csk es apagada temporalmente durante la activacion de las células T.
En las células T en reposo, la enzima Csk estd presente en los dominios de lipidos
mediante la fosforilacién del residuo de tirosina Y317 en la molécula Cbp/PAG. La Lck
se mantiene inactiva gracias a que Csk media la fosforilacion sobre el sitio Y505 de Lck.
Cbp es desfosforilado por una PTP que aiin no se ha identificado. La desfosforilacion de
Cbp induce la disociacion de Csk de los dominios de lipidos permitiendo la activacion
de Lck. El residuo Y505 es continuamente fosforilado y desfosforilado por un equilibrio
entre Csk y PTPasas, probablemente a través de CD45. Cuando la isoforma de Lck
desfosforilada en Y505 prevalece, disminuye su umbral de actvacion y es
autofosforilada sobre el residuo Y394, permitiendo que esta cambie
conformacionalmente y exponga el sitio con actividad quinasa que puede
fosforilar los ITAM. Posteriormente, cuando cesa la sefial inicial después de 2-5
minutos, Cbp/PAG es refosforilado en el residuo Y317 por Lek y/o Fyn teniendo
como consecuencia el reclutamiento de Csk sobre los dominios de lipidos.
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con la activacién de la célula T. Para explicar
la fosforilacién de los ITAM de CD3 se han
propuesto varios mecanismos: 1) la yuxta-
posicién de Lck con el TCR desencadenada
por la interaccién entre CD4 6 CD8 con las
regiones no polimérficas del CMH; 2) un in-
cremento local en la concentracién de quina-
sas de tirosina y sus substratos, lo cual es
inducido por la oligomerizacién del recep-
tor y seguido por la unién de los dominios
de lipidos; y 3) la exclusion activa de Csk y
fosfatasas. Estos mecanismos no son mutua-
mente excluyentes y, aunque probablemen-
te operan en concierto, las evidencias expe-
rimentales atin no han podido integrar to-
dos los eventos (Figura 4A).

En general, el evento mas temprano y esencial
después de la interaccién del TCR es la activa-
cién de las quinasas de la familia Src, tanto Lck
como Fyn. La activacién de estas quinasas per-
mite la fosforilacién de ambas tirosinas en los
ITAM de CD3 y &. Sin embargo, estas quinasas
no parecen fosforilar todos los residuos con la
misma eficiencia. Fyn en apariencia fosforila
s6lo un sitio con alta afinidad, mientras que
Lck podria fosforilar cuatro o cinco sitios (Fi-
gura 4B). Syk también puede fosforilar ITAM,
pero los niveles y la actividad de esta enzima
son menores.

La activacién de las quinasas de tirosina por el
TCR tiene varias consecuencias funcionales,
siendo una de las principales la de facilitar las
interacciones proteina—proteina. Las principa-
les interacciones se establecen con otras qui-
nasas de tirosina, con fosfatasas de tirosina o
con proteinas adaptadoras. Muchas de estas
interacciones dependen del reconocimiento de
los residuos de tirosina fosforilados por parte
de protefnas con dominios SH2, los cuales se
denominan asi por su homologia con el domi-
nio 2 de la proteina Src. Los dominios SH2 son
sucesiones de aproximadamente 100 aminoaci-
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dos que estan presentes en varias moléculas
implicadas en la sefializaci6n via fosfotirosinas.

La fosforilacién de los ITAM parece tener en-
tonces como principal objetivo, generar sitios
para acumular secuencias en tindem SH2 que
estdn presentes en proteinas quinasas tales
como ZAP-70 y Syk y en proteinas adaptadoras
como SHC, SLP-76, Grb2, Ras, GAP. Las vias
que pueden ser actividades por estas protei-
nas adaptadoras incluyen cascadas enzima-
ticas tales como PLCy1, PI3K, Itk y las MAPK.
Las proteinas ZAP-70 y Syk se unen con alta
afinidad a los ITAM que son doblemente
fosforilados, mientras que las proteinas
adaptadoras y los miembros de la familia de
proteinas Src quinasas reconocen ITAM con
un solo sitio de fosforilacién. Este evento es
de vital importancia, pues le confiere especi-
ficidad a la activacién de ZAP-70. Se conside-
ra que durante las primeras fases de la acti-
vacion secuencial de cada uno de los sitios
de los ITAM, es posible la unién transitoria
de otras moléculas, y la segunda fosforilacion
debe ser el evento determinante para el re-
clutamiento de ZAP-70.

Las células T virgenes y las que se encuentran
en reposo tienen un alto porcentaje de cade-
nas ( fosforiladas, lo que constituye el estado
p21 de & (por su movilidad electroforética apa-
rente en SDS-PAGE), lo cual le permite asociar-
se hasta con cuatro moléculas inactivas de
ZAP-70. Una vez se ocurre la activacion del
TCR incrementa el nimero de moléculas p21
de ¢ y ademéas empieza a sufrir una fosforila-
cién hacia la forma p23. A partir de estos ha-
llazgos se ha propuesto que las Src quinasas
tienen varias funciones: primero, producir la
forma p23 de &; segundo, pueden actuar sobre
los demés CD3-ITAM o en otras cadenas z no
fosforiladas, y tercero, fosforilar a ZAP-70 y asi
desencadenar una respuesta completa de la
célula T
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Una vez reclutada, la
’ cD4 & | LAT
enzima ZAP-70 es acti- ﬂ alg
vada por fosforilaciéon At . GBI I l l
mediada por Lck sobre CD45 I I I I == C C o
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merarse sobre el recep- @ (P) ' I (P) 3
tor fosforilado. Después 2z P)
de la primera fosforila- (';;':.) o (2

cién sobre el residuo
Tyr-493, ZAP-70 puede
autofosforilarse y, pro-
bablemente, transfosfo-
rilarse para crear sitios
que reclutan otras pro-
teinas con dominios
SH2. La familia de pro-
teinas quinasas Src tam-
bién son responsables
del reclutamiento y ac-
tivacién de otras quina-
sas citoplasmicas como
las relacionadas con Tec,
Itk/Emt y Txk/RIk, las cuales estan directamen-
te involucradas en la fosforilacion y activacion
de PLCyl. A su vez, estas proteinas con activi-
dad quinasa tienen, ademas, la capacidad de
fosforilar otros substratos tales como proteinas
del citoesqueleto, proteinas adaptadoras y diver-
sas moléculas involucradas en la sefalizacion.

Importancia de ZAP-70 para la funcion de
las células T.

Un avance muy importante en el entendimien-
to del papel de la familia de quinasas Syk en la
senalizacion de los leucocitos para su activa-
cién y desarrollo, lo constituy6 la descripcion
de pacientes con alteraciones en el gen de
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ZAP 70

Figura 5. Lck media la fosforilacion de los ITAM y la consecuente

activacién de Zap70. Ademds de Csk, Lck requiere para su activacion

y efecto sobre los ITAM, que el CD4 interactiie sobre las regiones no
polimérficas del CMH clase 1I. Esta interaccion, ademds de la disociacion
de Csk, permite que Lck fosforile los ITAM de la cadena ¢ La fosforilacién
de los ITAM permite el reclutamiento de Zap70, mediante la interaccion de
los dominios SH2 con las fosfotirosinas de los ITAM. Zap70 activo puede

fosforilar a LAT. Ademds, se ha descrito que ZAP70 puede mediar la

activacion de PKCq, pero esto no estd claramente establecido.

ZAP-70y la generacién de ratones “knock-out”
para ZAP-70 y Syk. En humanos, la ausencia
de ZAP-70 induce una inmunodeficiencia se-
vera, caracterizada por la ausencia de células
CD8+, con células CD4+ maduras incapaces
de responder a la estimulacién del TCR. Por
su parte, los ratones “knock-out” para ZAP-70
también presentan una alteracién en la pro-
duccién de células T CD4+, mientras que las
células NK no se afectan.

A pesar del grado relativamente alto de homo-
logia de los aminoéacidos entre los dominios qui-
nasa de ZAP-70 y Syk, estas proteinas difieren
sustancialmente en sus especificidades, ya que
ZAP-70 tiene un espectro de substratos mu-
cho mas limitado. Ademas, la actividad quinasa



de Syk es alrededor de 100 veces mayor que la
de ZAP-70, lo cual se debe a diferencias de se-
cuencia en la regi6n catalitica. De otro lado,
ZAP-70 se expresa en células T y NK, mientras
Syk se encuentra en células B, mastocitos,
neutréfilos, macréfagos y plaquetas. ZAP-70
parece tener un sustrato Ginico bien estableci-
do, la proteina adaptadora LAT (Figura 5). Otra
proteina adaptadora, SLP-76 se menciona a me-
nudo como un sustrato de ZAP-70, pero en
este sentido la evidencia publicada no es sufi-
ciente. Finalmente, se considera que en algu-
na medida ZAP-70 podria inducir la activacion
de la PKC8 (Figura 5) contribuyendo a la acti-
vacién del NF-xB; sin embargo, no existen evi-
dencias que impliquen directamente a PKC8
como sustrato de ZAP70.

REGULACION DE LA FAMILIA DE
QUINASAS SRC

Ya que Lck y Fyn, asi como otros miembros de
la familia de quinasas Src en otros tipos de célu-
las, juegan un papel crucial en la sefalizacion
mediada por receptores, no es sorprendente
que sean reguladas de una manera muy simi-
lar; aqui tan sélo se describiran brevemente la
regulacién por fosforilacién y desfosforilacion.

Regulacién positiva de Lck y Fyn
mediante la fosforilacion reversible de
tirosinas.

Un modo importante de activacién de las Src
quinasas estd dado por la fosforilacion en un
residuo de tirosina conservado dentro del do-
minio catalizador: Y394 en Lck y Y417 en Fyn.
Se presume que este fenémeno se debe a la
capacidad de distintos miembros de la familia
Src para autofosforilarse en dichos residuos.
La fosforilacién de Lck en ese aminodcido per-
mite la exposicién del sitio de interaccién con
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su sustrato y propicia un cambio conformacio-
nal para exponer los residuos de los aminoaci-
dos catalizadores involucrados en su funcio-
namiento como quinasa. Aunque la proporcién
de fosforilacién de Y394 de Lck en células T
inactivas es muy baja, este evento es crucial
para la fosforilacion del substrato de Lck; sin
embargo, mas que la escasa capacidad de fosfo-
rilar, el fenémeno se debe principalmente a una
rapida desfosforilacion.

Supresion de la actividad quinasa de las
Src quinasas por Csk

Lck y Fyn, asi como otros miembros de la Src
quinasas, son regulados negativamente por
fosforilacién en un residuo de tirosina conser-
vado en la porcién C-terminal (Y505 en Lcky
Y528 en Fyn). Cuando se fosforila esta tirosina,
el dominio SH2 de esta molécula se une a su
propio dominio catalitico, lo cual genera un
plegamiento que inhibe la actividad enzimati-
ca. La fosforilacién de Lck en el extremo C-
terminal permite que el dominio SH3 estabilice
el dominio quinasa en su forma inactiva. Por
lo menos en células del linaje T, aproximada-
mente la mitad de todas las moléculas de Lck
estan fosforiladas en Y505, pero no se han ob-
servado cambios en la fosforilacién en este pun-
to durante la activacién de la célula T. En cam-
bio, la cantidad de Lck aumenta después de la
activacién de la célula T, lo cual sugiere que el
uso de Lck en sefalizacién de TCR no involucra
desfosforilacién de Y505.

La quinasa responsable de la fosforilacion su-
presora de Lck en Y505 y de Fyn en Y528 es
conocida como Csk, una enzima de 50 kDa
que se expresa de forma ubicua, pero en ma-
yor cantidad en células del sistema inmune.
Hasta el momento, Csk es la tinica quinasa
conocida con esta especificidad. Se ha demos-
trado que Csk es un inhibidor potente de la



—a Inmunologia: Una ciencia activa

senalizacion desencadenada por el TRC en
timocitos y en células T maduras. Los mode-
los en los que se obtiene una sobreexpresion
del gen csk dan como resultado una disminu-
cién muy drastica en la fosforilacién de
tirosinas de diferentes sustratos durante la
activacion celular, lo cual conduce a una baja
produccién de IL-2.

Regulacion de la actividad de Csk, un me-
canismo molecular inhibitorio mediado
por cAMP sobre la respuesta inmune.

La PGE, y otros ligandos que elevan los nive-
les de cAMP por medio de receptores acopla-
dos a proteinas G, inhiben la activacién de cé-
lulas T dependiente del TCR y ejercen una
importante funcién inmunoreguladora. Basa-
dos en estudios con agonistas selectivos, se ha
demostrado que la activacién de la PKA tipo I
es necesaria y suficiente para mediar los efec-
tos del cAMP. Aunque PKA puede interrum-
pir la senalizacién de TCR en maltiples nive-
les, el efecto inhibitorio observado de cAMP
sobre la fosforilacién de la cadena £ es media-
do por Csk.

La purificacién de dominios de lipidos de cé-
lulas T en reposo muestra la presencia de
subunidades de PKA, constitutivamente aso-
ciadas con dichos dominios; esto sugiere que
la co-localizacion de la PKA Iy el TCR en las
células T ocurre en dichos dominios. Se ha
considerado que la PKA podria unirse median-
te la interaccién con una proteina llamada
AKAP sobre los dominios de lipidos. Sin em-
bargo, posibilidades adicionales incluyen la fi-
jacién de la PKA, mediante un grupo miristilo
sobre el extremo N-terminal de la proteina, o
mediante interacciones con proteinas del tipo
caveolin que también estdn presentes en los
mismos dominios.
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La necesidad de desfosforilar el sistema

La fosforilacion de una proteina puede regu-
lar muchos eventos mediante la induccién de
otras quinasas, lo cual permite que se modifi-
quen las interacciones entre muchas proteinas
y que se expongan sitios activos, pero durante
la activacién celular se pueden activar
fosfatasas, que en general operan en un senti-
do opuesto a las quinasas. Muchas de estas
enzimas se expresan en los LT y son tan im-
portantes en la activacion como las mismas
quinasas. Una de las principales es la molécu-
la CD45, una glicoproteina de membrana abun-
dante en los leucocitos. El CD45 representa a
una familia de fosfatasas transmembranales que
consiste de varias isoformas derivadas de un
procesamiento alternativo de los exones 4,5y
6 que codifican una porcién de la regién
extracelular. La isoforma de mayor tamano,
conocida como CD45RA, contiene la region co-
dificada por estos tres exones, mientras la
isoforma de menor tamafio o CD45RO ha per-
dido dichos exones de su RNAm. Existe una
regulacion estricta de la expresion de estas
isoformas dependiendo del tejido y el estado
de activacién de la célula. Por ejemplo, en las
células T, este procesamiento alternativo se re-
gula de tal manera que las células T virgenes
expresan preferencialmente CD45RA que con-
tienen los exones 4 y 5 0 5 y 6; pero cuando
éstas se activan el procesamiento del RNA eli-
mina los tres exones y se expresa el CD45RO
(Figura 6A y 6B). Todas las isoformas contie-
nen dos secuencias citoplasmaticas, organiza-
das en tandem de 300 aminoécidos, que son
homélogas con varias fosfatasas. Sélo el pri-
mer dominio es catalizador, pero su actividad
depende del segundo dominio que es el de
reconocimiento de las moléculas blanco.

Después de la caracterizacién inicial de CD45,
se demostré que las células T que carecian de
esta proteina eran incapaces de responder a la



estimulacién inducida
por antigenos o por an-
ticuerpos con capacidad
mitogénica. Varios estu-
dios demostraron que
efectivamente el CD45
participaba en la activa-
cién mediada por el
TCRinterviniendo en el
estado de fosforilacién
de tirosinas de diversas
proteinas, como laPLCy
y en la movilizaciéon de
calcio. A su vez, la pér-
dida de esta actividad
se correlacionaba con
un incremento de gru-
pos fosfatos en el re-
siduo Tyr505 de Lck,
por lo que se propone
que la necesidad de ex-
presién de CD45 du-
rante la activacion de las
células T refleja en par-
te, su capacidad para
antagonizar el efecto de
Csk.

Estos hallazgos han per-
mitido entender como
es que CD45 funciona
regulando positivamen-
te la actividad de las qui-
nasas de la familia Scr.
Parece ser que, median-
te la remociéon de los
fosfatos activadores de
la senal, la molécula

Activacion

Eventos
descendientes
Y394
Y505(P)
Lck Activa

CD45RABC Activo
Inasequible al sustrato

Figura 6. Expresion diferencial de isoformas de CD45 en el linfocito T y
su papel en la activacion. Un elemento importante para la activacion de
los linfocitos T lo constituye la presencia de diferentes isoformas de la
molécula CD45. Aunque se desconoce el ligando de CD45RA si se sabe que
su presencia es necesaria para la activacion de las células T virgenes. Se ha
propuesto que la presencia de los dominios extracelulares adicionales que
se encuentran en la isoforma CD45RA (como consecuencia de la expresion
de los exones 4, 5 y 6) conduce a una glicosilacion que facilita la
interaccion con su molécula ligando. Esto permitiria la activacion de su
accion fosfatasa en el dominio intracelular, la cual es necesaria para la
desfosforilacion y por lo tanto activacion de Lck. Cuando esos dominios
extracelulares no estin presentes en la proteina, como ocurre en la
isoforma CD45RO se produce una interaccion homotipica entre moléculas
de la misma célula, lo cual posiblemente conduce a una inactivacion
reciproca de su actividad fosfatasa o a que por lo menos se limite la
interaccion de CD45 con otras posibles moléculas blanco.

CD45 mantiene las quinasas corriente arriba
de PLCy inactivas, en un estado de desfosfori-
lacién. Este evento se incrementa después que
inicia la sefializacién por el TCR; por lo tanto,
la activacién del CD45 debe ser concomitante
y continua durante la activacién de la célula T.
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Contrario a las expectativas iniciales, no se tie-
nen evidencias de un cambio agudo sobre la
funcién del CD45 después de la activacion del
TCR. Algunos estudios muestran que el CD45
también puede desfosfosforilar el sitio regula-
dor positivo en proteinas quinasas de la fami-
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lia Src y de esta manera CD45RO

producir su desactiva-
cién; ademas, podria
actuar sobre substratos
adicionales como las
JAK quinasas. El estudio
de la sinapsis inmunol6-
gica muestra que en el
area del contacto de las

células T con la CPA, el

CD45 esta presente en

medio de este agregado Bicn
supramolecular por el CmsR’?Sfctf"";"e"za“

tiempo suficiente para

activar a Lck y mediar

la fosforilacién de la ca-

dena £ y de ZAP-70; sin

embargo, este periodo de tiempo no es sufi-
ciente como para dar lugar a inhibicién me-
diada por desfosforilacion de Lck y sus
substratos. Por lo tanto, se acepta que el CD45
promueve la activacion de LT. A pesar de esto,
CD45 también puede exhibir algunas funcio-
nes inhibitorias simultdneas y el resultado fi-
nal va a depender de la localizacion del CD45
en el espacio y en el tiempo.

Ademaés de CD45, se han descrito un gran
namero de otras proteinas fosfatasas. Se esti-
ma que de los aproximadamente 95 genes de
fosfatasas descritos en humanos, 30 de ellos se
expresan en las células T. Entre estos estan las
fosfatasas transmembranales CD148 y RPTP;
enzimas intracelulares como PEP, SHP1, SHP2,
TCPTE, PTP1B, HePTF, el PTP-PESTE, PTP-
MEG2, PTP-BAS, PTPH1, PTP-MEGI1, PTP36,
PRL-1, PRL-2, LMPTP-UN, -B, y -C; y
fosfatasas de especificidad dual tanto para
fosfotirosinas como para fosfoserinas y
fosfotreoninas. Algunas de ellas regulan varios
pasos en la activacién de la célula T y su proli-
feracién, mientras que otras no tienen una re-
lacién clara con la funcién de las células T. De
hecho, se han encontrado algunas fosfatasas
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Figura 6B

Regulaciéon negativa

Y394
Y505(P)
Lck Inactiva

(ej. TCPTP o PTP-MEG2) que no afectan para
nada la senalizacién del TCR atn cuando se
sobreexpresan 10 veces por encima del nivel
enddégeno, mientras que otras inhiben o esti-
mulan las respuestas, atin cuando se encuen-
tran en niveles fisiolégicos. Esto apoya la no-
cién que las fosfatasas son especificas y estan
restringidas a algunos substratos.

ACTIVACION DEL SEGUNDO
MENSAJERO FOSFATIDILINOSITOL

La interaccién entre el TCR/CD3 y las molécu-
las del CMH que presentan el péptido antigé-
nico conduce a la fosforilacion y desfosforila-
cién antes descritas; sin embargo, el proceso
de activacion contintia corriente abajo para
desencadenar otras respuestas, entre las cua-
les esta la liberacién de PI, un mediador fun-
damental en la activacién de las células T.

El evento regulador en la cascada del PI
involucra la hidrélisis de un fosfolipido de
la membrana poco frecuente, llamado PIP,,
lo cual depende de la activacién de la PLCy1.
Normalmente la PLCyl es una enzima cito-



sOlica pero la activa-
cién del TCR hace que
una fraccion de ésta se
traslade a la membra-
na, lo cual ocurre me-
diante la interaccién
de sus dominios SH2
con residuos de tirosi-
na fosforilados en los
ITAM o en las quinasas
asociadas al TCR como
Syky ZAP-70 o en una
proteina adaptadora.
El mejor candidato
para acoplar la PLCy1
con las senales del
TCR, es una fosfopro-
teina de 36 kDa cono-
cida como LAT. Una
vez localizada en la
membrana, la PLCyl
estaria disponible para
ser fosforilada por
cualquiera de las qui-
nasas reguladas por el
TCR, lo cual desenca-
denaria su activacion.

Cuando ha sido acti-
vada, la PLCy1 se une
al PIP, y gracias a su
actividad de fosfolipasa hidroliza el PIP, a
1,4,5-IP, y a DAG. El DAG, que permanece
en la superficie interna de la membrana, si-
gue una de dos rutas posibles: es converti-
do en acido araquidénico a partir del cual
se pueden generar prostaglandinas o
leucotrienos, que actuarian como ligandos
para otros receptores acoplados a proteinas
G o puede desencadenar la activacién de
algunas formas de la PKC. Por su parte el
1,4,5-IP, es responsable de inducir un au-
mento en los niveles de Ca*?intracelular
(Figura 7).

136

Figura 7. Activacion del segundo mensajero Fosfatidilinositol (PI). El
estimulo del TCR activa la fosforilacion sobre tirosinas de PLCy1,
permitiendo que se expongan dominios que interactiian con las tirosinas
de LAT. La activacién de esta enzima estd asociada con su unién al PIP,
produciendo la formacién de 1,4,5-IP, y de DAG. El DAG, que permanece
en la superficie interna de la membrana puede estimular algunas isoformas
de la PKC. El 1,4,5-IP, y el DAG son los responsables de inducir

un aumento en Ca*% y la activacion de PKC, respectivamente.

Funcion de los segundos mensajeros de la
cascada de PI

El papel del 1,4,5-IP, en la activacion del cal-
cio intracelular se ha estudiado extensamen-
te. Este aziicar hidrosoluble tiene un receptor
intracelular especifico que regula la moviliza-
cién Ca*% desde reservas en el reticulo
endopldsmico. La descarga de los dep6sitos
intracelulares de Ca*? desencadenada por
1,4,5-IP, puede explicar la mayor parte del au-
mento inicial en Ca*% durante los dos minu-
tos siguientes a la estimulacién del TCR. Sin



embargo, el estimulo del TCR induce un au-
mento en el Ca*% que pueden persistir varios
minutos. En términos de células individuales,
el andlisis de imagenes de movilizacion de
Ca*4 indica que el aumento sostenido requie-
re de fuentes de calcio del exterior de la célu-
la. De acuerdo con esto, el bloqueo de las fuen-
tes extracelulares de Ca*? puede inhibir la
trascripcion del gen de la IL-2. El mecanismo
responsable de la regulacion del flujo
transmembranal de Ca*?en células T involucra
canales que son regulados por mediadores no
identificados, dentro de los que se han postu-
lado los receptores denominados de rianodina
y que son activados cuando las reservas de
Ca*? intracelular se agotan. Una vez éstas se
reestablecen, los flujos transmembranales de
Ca*? cesan y los canales de calcio se cierran.
Este tipo de regulacién de corrientes del cal-
cio es necesario, ya que niveles altos de Ca*%
parecen tener una influencia negativa en la
activacion celular, incluso se considera que la
incapacidad de regular la entrada y los flujos,
desde las fuentes internas y externas puede
alterar eléctricamente la polaridad de la mem-
brana mitocondrial y activar mecanismos de
apoptosis asociada con la activacién celular.

La contribucién potencial de los fosfatos del
inositol a eventos involucrados en la activaciéon
de la célula tiene un nivel de complejidad ma-
yor por las varias formas de fosfolipidos del
inositol, el nimero grande de isémeros de
fosfato de inositol y las numerosas enzimas que
regulan estos compuestos. Por ejemplo, el 1,4,5-
IP, puede ser convertido a 1,4,5,6-IP,, el cual
no interacttia con el receptor intracelular en el
reticulo endoplasmico liso y por lo tanto regu-
la negativamente el Ca*%. Sin embargo, otros
isémeros merecen mencién especial, particu-
larmente aquellos formados por la accién de
la PI-quinasa. Esta enzima consiste en dos
componentes, una subunidad p85 que sirve
como un adaptador y regulador y una
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subunidad p110, que funciona como
catalizadora. Esta enzima se activa por el esti-
mulo de varios receptores que incluyen TCR,
CD28, IL-2R y receptores insulinoides del cre-
cimiento. La activacién de PI-quinasa modu-
laria la generacién de varios fosfolipidos de
inositol, incluso PI ,-B PI 3,4-P, y PI 34,5-P,.
Estos fosfolipidos y sus metabolitos generados
por la activacién de PI3-quinasa han sido im-
plicados en varias funciones importantes, que
incluyen endocitosis del receptor, reestructu-
raciones del citoesqueleto, proliferacion de la
célula y apoptosis.

El DAG también es un potente “segundo
mensajero” de la activacién celular. Como
se menciond anteriormente, esta molécula
regula a una familia de serina-treonina qui-
nasas, isoenzimas de PKC, aumentando la
afinidad de esta quinasa por los fosfolipidos.
Muchas de estas isoenzimas también son de-
pendientes de Ca*?y su activaciéon ocurre
por las acciones sinérgicas del DAG y del
Ca*2. La activacion de isozimas de PKC se
ha observado en células después de la es-
timulacién del TCR. Igualmente, los ésteres
del forbol también son potentes activadores
de PKC, explicando la habilidad de estos
compuestos para actuar sinérgicamente con
ionéforos del calcio, imitando la activacion
por la via del TCR.

La PKC representa a una familia de enzimas
estrechamente relacionadas que comparten
rasgos estructurales y algunos requerimien-
tos del Ca*? y del DAG. Todas las isoformas
pueden ser activadas por ésteres de forbol
pero pueden diferir en su sensibilidad al cal-
cio. No todas las isoenzimas de PKC se ex-
presan y participan en la activacién de las
células T, son particularmente importantes
las isoformas PKC B y 6. La activacién de
PKCB es dependiente de calcio, mientras que
la de PKC6 es medida por quinasas. Algu-



nas respuestas de la célula T, incluyendo la
produccién de IL-2, pueden ocurrir en la au-
sencia de PKCP y su funcién parece ser re-
dundante.

La activacién de PKC puede ser limitada de
varias maneras. Primero, el metabolismo de
DAG a acido fosfatidico por la DAG-quinasa
sirve para limitar la disponibilidad de DAG.
Segundo, se ha demostrado que proteasas ac-
tivadas por calcio, las calpainas, pueden unir-
se in vitro a la PKC, modificando su actividad.
Se desconoce si la actividad de las calpainas
contribuye a la activacién o modificacién de
PKC en el ambiente celular, pero podrian ser
moduladores de la actividad del citoesqueleto.
Tercero, la naturaleza del ligando estimulador
puede influir en la activacién de PKC. Por ejem-
plo, el estimulo de células T con anti-CD3 in-
movilizado sobre una fase sélida induce una
translocacién méas prolongada de PKC a la
membrana plasmaética que el mismo anticuer-
po de manera soluble. Por lo tanto, la activacién
y regulacién de PKC puede ser mas compleja y
puede esperarse que esa diferencia en la regula-
ci6n de eventos intracelulares tenga un impacto
en las respuestas celulares observadas.

ACTIVACION DEL NF-xB

El NF-xB fue identificado inicialmente como
un factor de transcripcién con la capacidad de
unirse al promotor de la cadena liviana x de
las inmunoglobulinas en linfocitos B, de don-
de proviene su denominacién. Posteriormen-
te, se ha descrito su presencia, o de algunos
miembros de la misma familia, en casi todas
las células animales. Habitualmente se encuen-
tra en el citoplasma en forma inactiva, pero
luego de la estimulacién del TCR, de los TLR
o de otros receptores como los de TNF e IL-1j,
el NF-xB es liberado de la subunidad inhibitoria
(Ix-B) y trasladado al niicleo, donde promue-
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ve la actividad transcripcional de una amplia
variedad de genes. El perfil de expresion génica
inducido por NF-xB depende del tipo celular;
sin embargo, los genes que mas comtnmente
se expresan incluyen IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a y
sus receptores, quimoquinas tales como IL-8,
GRO, IP-10, MCP-1, RANTES, MIP-1 y
eotaxina, y factores estimulantes de colonias
como M-CSE GM-CSF y G-CSE La activacién
concluye por la nueva sintesis de la subunidad
inhibidora IxB. Es importante resaltar que la
propia expresién génica de IkB se encuentra
bajo el control de NF-kB. De este modo, la ac-
tivacion de NF-kB resulta en la regulacion ne-
gativa de su propia activacién gracias a la in-
duccién del inhibidor IkBa que se une al NF-
kB ligado al DNA y lo devuelve al citoplasma.

En mamiferos, la forma activa de NF-xB se pre-
senta como homo o heterodimero, que se con-
forma entre los diversos miembros de la fami-
lia NF-kB-Rel, los cuales estdn presentes habi-
tualmente de forma inactiva en el citoplasma.
El dimero que se encuentra mas habitualmen-
te y que media la activacién en la célula T, se
compone de las subunidades p50 y p65. Todas
las proteinas de la familia presentan una re-
gion caracteristica que les permite unirse a una
secuencia consenso del DNA o sitio xB:
GGGRNNYYCC, en la que R representa cual-
quier purina, Y una pirimidina y N una base
cualquiera. Los distintos dimeros del NF-«xB
presentan afinidades diferentes a los sitios kB
y también difieren en su capacidad de activar
la transcripci6n. Por ejemplo, homodimeros de
p50 y heterodimeros p50 y p52 tienen activi-
dad fundamentalmente represora y son acti-
vados por citoquinas que desactivan las res-
puestas celulares como la IL-10, mientras que
p65 y c-Rel son potentes activadores de la
trascripcién. En el momento actual se desco-
nocen muchos detalles acerca de c6mo esta
diversidad de estimulos converge finalmente
en la activacién del NF-kB. Se conoce con mas



precisién el modo de activacién derivado del
estimulo con citoquinas tales como IL1B, TNF
o la estimulacién de los TLR. Sin embargo, las
vias de activacién mas generalizadas compar-
ten ciertas caracteristicas. Pocos minutos des-
pués de la activacion de sefiales mediante es-
tos receptores, se produce la fosforilacion y
poliubiquitinacién de IkB y su degradacién
proteolitica por el proteasoma. Como resulta-
do, las secuencias de localizacién nuclear de
NF-xB quedan expuestas y se produce la tras-
locacién nuclear del mismo. En general, los es-
timulos conducen a la activacién de una cas-
cada de fosforilacién de proteinas quinasas de
la familia MAP que resulta en la activacion de
la quinasa responsable de la fosforilacién del
propio IkB. Aunque el mecanismo de activa-
cién a partir de determinadas citoquinas tales
como IL1B y TNF ha sido muy estudiado, que-
dan todavia muchos puntos por dilucidar. Por
ejemplo, es bien conocido que la activacion
puede ser mediada por especies reactivas del
oxigeno en algiin punto no determinado, y se
considera que esta es la explicacién de la capa-
cidad de ciertas moléculas antioxidantes para
interferir con la activacion del NF-xB.

En el LT la PKC6, que es independiente de
Ca*?, se considera como una de las principales
mediadoras de la activacién del NF-xB. La ac-
tivacién de la PKCO requiere de dos senales,
una mediada por el TCR y otra dependiente
de la molécula CD28. En respuesta a la
estimulacién con el TCR, PKC0 se transloca a
la membrana citopldsmica donde es rapida-
mente fosforilada. El papel de esta enzima ha
sido estudiado mediante la generacién de ani-
males deficientes en el gen pkcq. Estos anima-
les son incapaces de activar tanto AP-1 (ver
adelante), como NF-B, lo cual lleva a que se
altere la produccién de IL-2.

Una vez en el nicleo, los diferentes dimeros
de la familia NF-xB se unen con afinidad

139

s Inmunologia: Una ciencia activa

variable a las regiones promotoras de los
genes correspondientes produciendo distin-
tos grados de activacion. Esta variedad pro-
porciona una sutileza adicional en la regu-
lacion selectiva de diferentes genes en res-
puesta a distintos estimulos en diferentes
subpoblaciones celulares. Asi mismo, los
dimeros NF-kB no inducen la transcripciéon
de modo aislado, sino como parte de un
complejo de coactivadores. El NF-xB
interactia con otros factores de transcrip-
ci6én de modo positivo o negativo. Uno de
los factores de transcripcién més a menudo
asociado a NF-xB es la molécula AP-1. Tanto
NF-xB como AP-1 se activan en respuesta a
ciertos estimulos proinflamatorios o duran-
te la via de senalizaciéon del TCR. En el caso
de la senalizaciéon mediada por el TCR, el
NF-xB también puede unirse a un sitio co-
nocido como CD28RE. Ademas, el NF-kB ac-
ta de modo sinérgico con otros factores de
transcripciéon como el NF-IL6 en la induc-
cién de diversos mediadores de la inflama-
cién.

De otro lado, la interaccién fisica de NF-xB
con otros factores de trascripcién como el re-
ceptor de glucocorticoides, impide la unién
de NF-xB al DNA, evitando la transactivacion
de los genes inducidos por este factor. Este
se considera uno de los mecanismos princi-
pales de la actividad anti-inflamatoria de los
glucocorticoides. Adicionalmente, la capaci-
dad de bloquear la trascripcién de genes re-
gulados por NF-xB, como CD28RE y NF-IL-
6, hace que los glucocorticoides sean poten-
tes drogas inmunosupresoras. Los esteroides
también estimulan la transcripcién de la pro-
teina inhibidora IxBa. De esta manera, los
esteroides pueden inhibir la expresién de una
gran variedad de genec que carecen en su
promotor de secuencias de respuesta a
esteroides.



Consecuencias de au-
mentos en Ca*?i y ac-
tivacion de isoformas
dependientes de Ca*?
de PKC.

El sinergismo observa-
do entre los aumentos
de Ca*3 y la activacion
de la PKCP puede expli-
car muchos de los even-
tos que median la con-
juncién de estas dos
vias en las cascadas de
senalizacion subsecuen-
tes. El aumento del
Ca*% desencadena
eventos dependientes
de la calmodulina como
la activacion de la acti-
vidad fosfatasa de la cal-
cineurina y de la quina-
sade la calmodulina de-
pendiente de Ca*?. La
presencia del Ca*? mo-
dula la formacién de un
complejo que incluye la
calmodulina y la calci-
neurina que tiene acti-
vidad fosfatasa sobre
residuos fosforilados de
serina-treonina. Cuan-
do la calcineurina ha
sido activada puede in-
ducir la desfosforilacién
de una proteina citosoli-
ca conocida como NF-
AT, que no sélo partici-
pa en la regulacién
transcripcional de la IL-
2 sino en la de muchos
genes de otras citoqui-
nas. Es probable, que la

Figura 8. Activacion de la calcineurina. La presencia de Ca** modula la
formacion de un complejo que incluye la calmodulina, calcineurina y la
inmunofilina. Dentro de este, la calcineurina tiene actividad fosfatasa
sobre los residuos serina—treonina fosforilados del NF-AT. La desforilacion
de NF-AT permite revelar un sitio del NF-AT que media su localizacion
nuclear sobre las secuencias promotoras de los genes de las citoquinas que
producen las células T cuando son activadas. La calcineurina es blanco
molecular para farmacos inmunosupresores como CsA y FK506
induciendo el bloqueo del NF-AT, que no solo participa en la regulacion
transcripcional de la IL-2 sino en la de muchos genes de otras citoquinas.
El evento seminal para la activacion del NF-xB es la fosforilacion de los
IxB, que es mediada por IKK. EIl complejo IKK (700-900 kDa) consiste en
varias proteinas IKK1, IKK2 y la subunidad regulatoria NEMO también
conocida como IKKy de la cual no se conoce que tenga actividad quinasa
intrinseca. El complejo IKK es un punto de convergencia para miiltiples
estimulos mediante diversos receptores. Las seriales de activacion del NF-
kB son bastante redundantes, ademis del TCR otros receptores como los
TNER, el receptor de IL-1f y los TLR pueden activarlo. La activacion del
NEF-xB depende de la fosforilacion del 1xB, el cual es posteriormente
ubiquitinado y degradado en el proteasoma liberandose la forma activa del
complejo. En mamiferos, la forma activa de NF-xB se presenta como un
homo o heterodimero. EIl dimero que se encuentra mds habitualmente y
que media la activacion en la célula T, se compone de las subunidades p50 y
pb5. Todas las proteinas de la familia presentan una region caracteristica
por la que se unen a una secuencia consenso del DNA o sitio xB:
GGGRNNYYCC
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desforilacién de NF-AT
permita revelar un sitio
en este factor que me-
die su localizacién nu-
clear sobre las secuen-
cias promotoras de los
genes de las citoquinas
que producen las célu-
las T cuando son activa-
das (Figura 8).

La calcineurina es el
blanco molecular para
farmacos inmunosu-
presores como CsA y
FK506, farmacos que
han revolucionado el
trasplante de 6rganos,
debido a que previenen
el rechazo de los tejidos.
La CsA y el FK506 pue-
den formar complejos
moleculares con sus re-
ceptores intracelulares,
la ciclofilina y el FKBD
respectivamente. Son
estos complejos mole-
culares, no los farmacos
aislados, los que inhiben la funcién fosfatasa
de la calcineurina. Aunque la calcineurina es
ubicua, se expresa a niveles més altos en los LT
y esto hace que estos farmacos tengan relativa
especificidad por estas células (Figura 9).

Como se menciond anteriormente, el Ca*4
también activa la funcién quinasa de la cal-
modulina. En los LT, la activacién de esta qui-
nasa parece tener una influencia negativa en
la expresion del gen de la IL-2. En estas célu-
las, la estimulacién constitutiva de la via de la
calmodulina dependiente de Ca*? sin la acti-
vacion de la PKC, puede no sélo atenuar la pro-
duccion de esta citoquina, sino que puede lle-
var los linfocitos a un estado de incapacidad
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Figura 9. La activacion de la fosfolipasa Cy, con la consecuente liberacion
de DAG e IP, conduce a la activacion de la PKC y a un aumento de los
niveles intracelulares de Ca**. A su vez el Ca**, gracias a su interaccion

con la calmodulina, conduce a la activacién de la actividad fosfatasa de la
calcineurina. La accién de esta enzima sobre el NF-ATp citoplasmatico

permite que esta proteina sea trasladada al niicleo donde actiia como factor
de transcripcion de varios genes, particularmente sobre el gen de la IL-2.

de responder frente a antigenos, fenémeno co-
nocido como anergia. Sin embargo, en otros
tipos celulares, incluidas células vegetales, la
calmodulina puede unirse a otras proteinas
quinasas, a fosfodiesterasas ciclicas o al siste-
ma de transporte de calcio a través de la mem-
brana citoplasmica ejerciendo otras funciones.

SENALIZAgION MEDIANTE LA vjA
DE PROTEINA RAS Y ACTIVACION
DE LAS MAP QUINASAS

La senalizacién intracelular tiene puntos que
actian a modo de interruptores moleculares
que reciben, modulan y transmiten sefiales co-



rriente abajo en la cascada de senalizacion. El
mas estudiado de estos interruptores molecu-
lares lo constituye el sistema de las proteinas
Ras, también conocidas como p21*. La activa-
cién de las células T mediante el TCR o me-
diante ésteres del forbol permite la activacién
rapida de la proteina Ras, por lo tanto es impor-
tante conocer en mas detalle algunos aspectos
de esta via de sefalizacion.

El gen ras y la proteina de 21 kDa que codifica
se identificé inicialmente en un retrovirus que
desencadena tumores tipo sarcoma en ratas,
de ahi su nombre. En el genoma de los mamife-
ros, se han identificado al menos cuatro genes
diferentes de Ras: H(arvey)-ras, Ki(rsten)-rasA,
Ki-rasB, y N(euroblastoma)-ras. Estos cuatro
genes estan estrechamente relacionados y en
general se acepta que todos codifican para la
proteina Ras. Luego de la identificacién de Ras
se encontraron muchas otras proteinas con ca-
racteristicas similares lo que dio origen a la su-
perfamilia de proteinas pequenias Ras (mono-
méricas) con actividad GTPasa, las cuales se
encuentran en su forma inactiva unidas a GDP
y en su forma activa unidas a GTP. Cuando se
encuentran en la forma unida a GTP las protei-
nas Ras interacttian con moléculas blanco co-
rriente abajo, las que a su vez se comunican
con otras moléculas de sefalizacién mas leja-
nas en la cascada de sefalizacién. Dentro de esta
superfamilia se han descrito cinco subfamilias
que son Ras/Rap, Rho/Rac, Rab, Ran y Arf.

La proteina Ras se encuentra unida a la cara
interna de la membrana plasmatica por medio
de lipidos de anclaje, tales como los residuos
farnesil o palmitoil; sin embargo, esta unién
no influye sobre la capacidad catalitica o
GTPasa de Ras, mas bien lo que facilita es el
acercamiento con su molécula efectora, la Raf
quinasa. Esta quinasa tiene actividad sobre re-
siduos de serina y treonina. Gracias a Raf se
establece un vinculo entre la sefializacién de
Ras y la cascada de las quinasas MAF, la que a
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su vez es importante para regular la
trascripcion de una amplia variedad de genes.

Existen tres mecanismos que permiten regu-
lar la funcién de las proteinas Ras:

* GAP: Regulan negativamente las proteinas
Ras debido a que reducen la vida media de
su estado activo unido a GTP.

* GEF: Aceleran la transicion de las proteinas
Ras del estado inactivo al activo debido a que
inducen la disociacién del GDP unido a estas
proteinas.

* GDI: Se unen ala formainactiva delas proteinas
Ras y evitan la disociacién del GDE por lo tanto
se consideran reguladores negativos.

La puesta en marcha de la via de proteina Ras
depende fundamentalmente de la activacion
de GEE En los LT el factor que tiene esta capa-
cidad intercambiadora de nucleétidos es la
proteina Sos. A su vez, la activacion de Sos de-
pende de la proteina adaptadora Grb2, la cual
tiene un dominio SH2 flanqueado a cada lado
por dominios SH3. En células estimuladas
mediante el TCR el dominio SH2 de Grb2 se
une a LAT y a la proteina adaptadora SHC,
mientras que los dominios SH3 se unen a las
regiones ricas en prolina de Sos. Asi, el esti-
mulo de TCR puede activar Ras mediante la
formaciéon de complejos Grb2/Sos. La molécu-
la de Sos asociada a membrana puede activar
Ras induciendo su actividad como intercam-
biador de nucleétidos (Figura 10). Sin embargo,
varios estudios sugieren que la activacién de Ras
en células T también puede ocurrir como resul-
tado de la inhibicién de la actividad GAP.

La proteina Ras activa la Raf quinasa

La funcién de la interaccién Ras-Raf se ha ca-
racterizado en detalle y ha mostrado ser im-
portante en la sefializacién del TCR que lleva
a la activacion del gen de la IL-2. La Raf qui-
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nasa es una serina-
treonina quinasa que se
encuentra inmediata-
mente corriente abajo
de Ras. La forma activa-
da de Ras (Ras-GTP)
interactiia de manera
especifica con Raf y per-
mite su localizacién en
la membrana plasma-
tica. A su vez, esto acti-
va la actividad quinasa
de Raf y hace que la se-
nalizacién continte gra-
cias ala activacién de las
MAP quinasas (Figura
11). La evidencia exis-
tente indica que la fun-
cién de Ras en esta via
consiste en transportar
la Raf quinasa hacia la
membrana en una ma-
nera controlada. Una
vez en la membrana, la
activacién de Raf es
modulada mediante su
fosforilacién; se propo-
ne que la fosforilacién
por PKC y Src quinasa
activa a Raf, mientras la
PKA induce una regulacion negativa.

Aunque la activacién de Raf quinasa es la via mas
conocida, existen otras moléculas efectoras que
son activadas por la proteina Ras entre las que
se encuentran: las MEK quinasas, las cuales son
quinasas de la via de las MAP quinasas, la PL-
quinasa, el Ral-GDS, la p120GAP Rac y Cdc42.

Cascada de proteinas de la via de las MAP
quinasas

En general la sefializacién intracelular ocurre
por medio de dos tipos de vias. En una prime-
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Figura 10. LAT fosforilado puede interactuar con otras proteinas
adaptadoras. LAT fosforilado puede interactuur con proteinas
que contienen dominios SH2 como Grb2. La interaccion entre Grb2 y las
fosfotirosinas de LAT permite la exposicion de los dominios SH3 que son
reconocidos por proteinas con dominios ricos en prolina como Sos, la que
a su vez regula la interaccion con proteinas intercambiadoras de guanina.
Esta interaccion permite que la proteina Ras intercambie el GDP por GTP
quedando Ras activado. Ras puede mediar la activacion de la cascada de
las MAPK, mediante el reclutamiento de Raf-1, P1,-K y de otras proteinas
unidoras de GTP, sobre Rac y Cdc42. Posteriormente, Ras se inactiva
cuando pasa a GDP-Ras debido a la actividad GTPasa.

ra via, la activacién se produce mediante molé-
culas mensajeras que se difunden en el citosol
para unirse a proteinas efectoras las cuales se ac-
tivan para continuar con la cascada de sefializa-
cién (por ejemplo Ca** e IP,). Una segunda via
ocurre mediante una cascada de activacién de
proteinas quinasas que interactian unas con
otras y se encargan de llevar la sefial desde la
membrana hasta el nticleo. Puesto que este tlti-
mo mecanismo de sefializacién se identificd ini-
cialmente en respuesta a estimulos mitogénicos,
se denomind via de las MAPK. En los LT esta via
de senalizacién tiene un papel importante tanto
en la respuesta a la activacién del TCR como de
citoquinas estimuladoras de la proliferacién.



Las MAP-quinasas se
organizan en médulos
que contienen tres ti-
pos de proteinas qui-
nasas, que a su vez se

proteinas: 14-
3-3, hsp90,

mantienen relaciona-
das entre si por una
proteina estructural
(Figura 12). Estas qui-
nasas se activan por
medio de eventos se-
cuenciales de fosforila-
cién. En ocasiones se
utiliza el término de
ERK para referirse a las
MAP-quinasas.

Las proteinas MAPK/
ERK se encuentran al fi-
nal del modulo MAPK
y por lo general estan
precedidas por otras dos proteinas quinasas.
Por lo tanto, las proteinas MAPK/ERK son ac-
tivadas por la fosforilacién producida por la
quinasa precedente denominada MAPK/ERK
quinasa 0 MAPKK. A su vez, la proteina MEK
es el sustrato de otra quinasa que esta en la posi-
cién previa en la cascada la cual se denomina
MEKK 6 MAPKKK. La Raf quinasa pertenece a
las MEK quinasas activada por la proteina Ras.

OTROS EVENTOS REGULADOS POR
QUINASAS DE TIROSINA

Ademas de las moléculas antes descritas, exis-
te un nimero grande de proteinas que son fos-
foriladas como consecuencia de la estimulacién
del TCR. Las funciones de muchas de éstas son
desconocidas, sin embargo, vale la pena men-
cionar Vav y SLP-76.

Vav es una proteina multimodular de 95 kDa
involucrada en la senalizacién; se expresa ex-
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Src quinasa

MAPK (®) Proteina quinasa
C
Proteina quinasa
A
Blancos de transcripcion:

Ciclina D1, Jun, C-Myc, etc.

Figura 11. La activacion de Raf inicia la cascada de fosforilacion de
las MAP quinasas. La activacion de la proteina Ras, que se encuentra
unida a la cara citoplasmatica de la membrana celular, facilita su
interaccion con la proteina Raf. Esta interaccion desencadena la actividad
quinasa de Raf, lo cual da inicio a diferentes eventos de fo forilacion y por
lo tanto a la activacion de las MAP quinasas.

clusivamente en células del linaje hematopo-
yético y en células del trofoblasto. La ausencia
de Vav induce alteraciones bien definidas en
las senales inducidas por la IL-2. Por el contra-
rio, la sobreexpresién de Vav lleva a la expre-
sién constitutiva del gen de la IL-2 y potencia
los efectos de la estimulacién via TCR. Esta
proteina actia como un factor intercambiador
de nucleétidos de guanina para Rac, Rho y
Cdc, proteinas unidoras de GTP que han sido
implicadas en arreglos estructurales de la acti-
na del citoesqueleto. Aunque no se conocen
plenamente las funciones de la actina en la
activacion celular, la polimerizacion de esta
proteina del citoesqueleto en células T ocurre
en sitios adyacentes a los de interaccion con
otras células como las CPA. El domino SH2 de
Vav juega un papel importante en interaccio-
nes con al menos dos proteinas. Este domi-
nio, une directamente a ZAP-70 en sus por-
ciones fosforiladas y la unién de este dominio
se requiere para la fosforilacion de las tirosinas
de Vav. El dominio SH2 de Vav también une a
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sinergizar en la cascada
de activacion del NF-
AT En conclusion, estos
estudios sugieren que el
complejo de Vav y SLP-
76 juega un papel im-
portante en la transduc-
cién de senales del TCR
y esto puede involucrar
la actina del citoesque-
leto.

(B)Sustrato |

ACTIVACION DE
GENES DEPENDIENTES DE LAS
VIAS DE SENALIZACION

Como resultado de los eventos de senalizacion
intracelular inducidos mediante la activacion
del TCR, se produce la expresién de un grupo
de genes que son especificamente sensibles a
la via de senalizacién y que deben tornarse
transcripcionalmente activos. Estos eventos
transcripcionales son responsables de la dife-
renciacion y proliferacién de las células T. An-
teriormente se consideraba que todos los even-
tos que llevan a la proliferacion y adquisicion
de funciones diferenciadas dependian de la
misma trayectoria de sefializacién originada

L

Efecto Bioquimico

i il
@] susrav

Efecto Bioquimico

Figura 12. Organizacion de las MAP quinasas. Las MAP quinasas
se encuentran organizadas en médulos o complejos macromoleculares que
contienen tres proteinas quinasas diferentes, unidas entre si mediante una

proteina estructural que establece una especie de esqueleto. De esta
manera una vez Raf fosforila a la MAPKKK se puede dar una fosforilacién

y activacién de la MAPKK y a su vez esta fosforila a la MAPK, la cual

finalmente se encarga de fosforilar un sustrato que se continiia con la

sefalizacion hacia el niicleo.
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del TCR; ahora, la idea de que estos pueden
operar en cascada y que, funcionalmente, cada
paso se regula independientemente, permite
entender que los eventos de activacién génica
son secuenciales y que pueden regularse con-
dicionalmente. Los eventos iniciales llevan a
la activacién de la transcripcién de un cierto
grupo de genes; el producto de esta primera
activacion contribuye a la activacion transcrip-
cional de un segundo grupo de genes, y asi
sucesivamente. Un evento esencial en la acti-
vacién del LT es la activaciéon del gen de la
IL-2 y de su receptor, IL-2R. Aunque la
trascripcion de estos genes empieza durante
las primeras horas de exposicién de la célula



T al estimulo, ésta es
dependiente de la sin-
tesis de proteinas, lo
que refleja el requeri-
miento de productos
adicionales que regu-
lan su sintesis. Por lo
tanto, la trascripcion
previa de algunos ge-
nes es necesaria en las
células T. Estos prime-
ros genes que se trascri-
ben reciben la denomi-
nacién de “genes de ac-
tivacién tempranos in-
mediatos” y represen-
tan un namero relativa-
mente grande, cuya
trascripcién no es de-
pendiente de sintesis
de proteinas. Una vez
la IL-2, en forma dimé-
rica, se une a su recep-
tor comienzan otros
eventos de transduc-
cién de senales que dan
origen al segundo ciclo
de la cascada de even-
tos involucrados en la
regulacién del creci-
miento de la célula T.
Esto se manifiesta desde varias horas a dias
después que la senal inicial fue dada por el
antigeno.

Tres proto-oncogenes, c-myc, c-fos y c-jun, son
los blancos de la via de sefializacién de las pro-
teinas nucleares reguladas por los “genes tem-
pranos inmediatos”. Ellos sirven como mode-
los ttiles para estudiar los genes de activacién
tempranos inmediatos. Aunque muchos de los
aspectos relacionados con la funcién de c-myc
en el crecimiento de la célula permanecen por
ser definidos, se sabe que este oncogen forma
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Figura 13. Activacion de las MAPK. Raf-1 es una quinasa con
especificidad dual por treonina-serina y tirosina, activa a MEK que a su
vez activa a MAPK. Esta cascada de quinasas puede regular eventos
nucleares involucrados en el crecimiento y diferenciacion de una variedad
de células. La activacién de Ras contribuye a la activacion transcripcional
de IL-2. Las MAPK y otros miembros de la misma familia, incluyendo las
quinasas INK y ERK, que se activan en respuesta a la sefializacién por el
TCR, median la fosforilacién de c-fos y c-jun y de los SRE y del TCE,
permitiendo la ocupacién de los promotores regulados por esta via.

complejos con otras proteinas nucleares para
regular la trascripcién. Por otro lado, el c-fos
forma un dimero con c-jun, para constituir el
complejo de trascripcién AP-1. La modulacién
de la trascripcién mediada por c-myc y c-fos
es rapidamente perceptible, pues puede de-
tectarse dentro de 5 a 10 minutos después de
la estimulacién con PHA o con anticuerpos
monoclonales anti TCR 6 anti CD2. No se re-
quiere de la sintesis de proteinas para la acti-
vacién de la trascripcién de c-myc o c-fos en
células T, indicando que la trascripcién de es-
tos genes es regulada directamente por los
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primeros eventos. Las
MAPK y otros miem-
bros de la misma fami-
lia, incluso la JNK y las
quinasas Erk, que se ac-
tivan en células de T en
respuesta a la senaliza-
cién por el TCR o por
ésteres de forbol o cal-
cio, indican que la regu-
lacién depende Gnica-
mente de la fosforila-
cién de c-fos y c-jun,
mediante la ocupaciéon
de los promotores co-
nocidos como los ele-
mentos SRE y TCF (Fi-

gura 13).

Activacion de genes
de citoquinas

Muchas de las manifes-
taciones mas prominen-
tes de la activacién de la célula T son media-
das por productos derivados de estas células,
proteinas solubles secretadas, genéricamente
designadas como linfoquinas o citoquinas. Es-
tas ejercen una gran diversidad de efectos en
muchos tipos de células y tejidos. Individual-
mente las células T secretan diferentes
citoquinas en respuesta a estimulos similares.
Mientras los patrones de citoquinas pueden
reflejar perfiles de proteinas secretadas por las
dos subpoblaciones mayores de las células T
(Th1 y Th2), la base molecular para la hetero-
geneidad en la expresién inducida de estos
genes, s6lo se entiende parcialmente. Diferen-
cias en expresién de factores reguladores es-
pecificos de tejidos, dan cuenta de algunas de
estas diferencias en expresién. Por ejemplo, la
persistencia del factor de trascripcion GATA-3
esta asociada con el fenotipo Th2. La expre-
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Figura 14. Promotor de la IL-2. Se presenta la secuencia nucleotidica
de la regién promotora del gen de la IL-2, la cual contiene las regiones
wnsensopnmlaumondelosdtferentesfactmdetranscnpaénnmanos
para su expresion (Niimero de acceso en el GeneBank AF031845).

sién selectiva del factor de trascripcién c-Maf
en presencia de NIP45, una proteina capaz de
unir a NF-AT y NF-A, también estd asociada
con la activacion de trascripcion especifica del
gen de la IL-4. Alternativamente, el IFNy y la
IL-12 son citoquinas que predominantemente
favorecen el patron Thl. Estas citoquinas po-
drian influir positivamente o negativamente en
otro grupo de factores de transcripcién, afec-
tando la expresiéon de GATA-3 y/o c-Maf

No obstante la participacién de diferentes
citoquinas en la regulacién de la funcién de la
célula T y la respuesta inmune, los mecanis-
mos de regulacién mejor entendidos son los
relacionados con la expresién de laIL-2, ya que
ésta cumple un papel fundamental como eje
de la activacién celular. Las secuencias de DNA
involucradas en la regulacién del gen de la IL-



2 fueron identificadas inicialmente por su sen-
sibilidad aumentada a la digestion con DNAasa
I. Anélisis més detallados de la regulacién del
gen de la IL-2 demostraron que un segmento
de 275 pb antes del sitio de iniciacién de la
transcripcién contiene la mayoria de las se-
cuencias que regulan su activacién (Figura 14).
Esta region es sensible a las acciones sinérgicas
de estimulos que aumentan Ca*% y que activan
PKC o Ras. Diferentes estudios sefialan que los
productos de genes tempranos inmediatos son
necesarios para la activacién del gen de la IL-2.
La necesidad de activar factores como c-Fos y
las AP-1, da cuenta parcial de este requisito.

Expresion de nuevas moléculas de super-
ficie

Varias moléculas aparecen en la superficie de
la célula de T en momentos diferentes, depen-
diendo de su activacién, diferenciacion y pro-
liferacién. Estas moléculas incluyen recepto-
res de citoquinas como el CD25 (cadena a del
IL-2R), moléculas coestimuladoras (CD152,
CD154, ICOS) receptores de insulina, de
transferrina y antigenos del CMH clase II, en-
tre otros; algunas otras, también se modulan
transitoriamente durante la activacién de va-
rios tipos celulares, pero su funci6n es desco-
nocida, como es el caso de la molécula CD69.
Estas proteinas juegan papeles diferentes en
el crecimiento, diferenciacién y funcién de
células T después de la activacién. Su cinética
de aparicién difiere notablemente; en algunos
casos, aparecen dentro de minutos a horas
después del estimulo, como el CD25 y el CD69
y otras aparecen s6lo después de dias, como
VLA-2.

Ademas de la expresién de moléculas nuevas
de superficie en la célula, la aparicién de epito-
pes antigénicos nuevos en moléculas ya exis-
tentes en la superficie de la célula, indican un
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mecanismo funcionalmente diferente. Conco-
mitante con la activacién de la célula T, ciertos
receptores expresan nuevos epitopes, como es
el caso del epitope T113 del CD2, que se descu-
bre probablemente como resultado de un cam-
bio alostérico. Otro mecanismo responsable
para la expresién de estos epitopes es la edi-
cién alternativa de exones en el RNAm, como
ocurre para CD45 segtin se describi6 antes.

De los elementos que se regulan durante la
activacién, el que mejor se ha estudiado es el
CD25, una glicoproteina de 55 kDa cuya ex-
presion se incrementa después que las células
T salen de la fase GO del ciclo celular. El hallaz-
go que por lo menos tres sitios distintos de ini-
ciacién de la transcripcién inducen la trans-
cripcién de este gen, sugiere que las diferen-
tes vias involucradas en !a activacién de la cé-
lula T pueden influir en su expresién. Dentro
de estas secuencias se identific6, en la region
promotora, un sitio de unién para NF-xB que
parece jugar un papel critico en la expresién
de CD25.

Debido a que la regulacién de la IL-2 y de la
cadena a de IL-2R es diferente, siendo la del
receptor menos exigente, una vez se expresa
la IL-2 puede ejercer funciones paracrinas so-
bre células que se han activado previamente
atn expresando niveles bajos de IL-2R. Este
efecto paracrino también es la explicacién mas
aceptada para la sinergia observada entre cé-
lulas CD4+ productoras de IL-2 con los pre-
cursores CD8+ de linfocitos citotéxicos que
generalmente no producen cantidades abun-
dantes de esta citoquina.

FUNCIONES DE LA IL-2

Uno de los eventos mas importantes durante
la respuesta inmune es la proliferacién de
clonas de células T especificas de antigeno. Las



frecuencias de los precursores especificos de
las células T son bajas en cualquier tejido linfoi-
de periférico de un individuo que no ha teni-
do contacto previo con el antigeno. La expan-
sion de las células con capacidad de identifi-
car un antigeno, asi como la activacién de cé-
lulas de memoria, es critica para una respues-
tainmune especifica eficaz y duradera. La pro-
liferacién debe regularse y debe limitarse prin-
cipalmente a las células especificas para el
antigeno que desencadend el estimulo. Esto
ocurre mediante la regulacién de la produc-
cién de citoquinas que funcionan como facto-
res de crecimiento, asi como por la regulacién
de la expresion de los receptores para estas cito-
quinas, como se describi6 anteriormente.

La interaccién de la IL-2 con su receptor juega
un papel importante en la regulacién de la
proliferacién de la célula T especifica de an-
tigeno. Una vez las células T inician la secre-
cién de IL-2, esta citoquina puede actuar de
manera autocrina o paracrina, facilitando su
expansion clonal y modulando la respuesta de
otras células. Entre estas, se incluyen células T
activadas que producen bajos niveles de IL-2
(células CD8+), células T que se activaron pre-
viamente y que expresan niveles bajos del re-
ceptor de alta afinidad IL-2R (es decir células
T de memoria), células B o células NK y se
pueden modular las funciones de los macréfa-
gos que también expresan dicho receptor.

Mientras que el estimulo del TCR induce el
paso de células T virgenes de GO a G1 y la ex-
presion de la cadena a o de alta-afinidad del
IL-2R, puede decirse que la funcién de la IL-2
es promover el ciclo replicativo (desde G1,
pasando por S, G2 hasta M) de la célula que ha
sido activada. Aunque la IL-2 no es la Gnica
citoquina capaz de inducir proliferacién de la
célula T, si es considerada la més importante,
ya que en su ausencia no se da la activacién
adecuada de los LT
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En células T se han descrito tres componentes
del IL-2R con afinidades de unién diferentes
por la IL-2. La base molecular para esta hete-
rogeneidad refleja el hecho de que hay tres
proteinas que pueden contribuir a la unién de
IL-2. El ya descrito CD25 que tiene una cons-
tante de disociacién (KD) de 10®* M y que cons-
tituye la forma méas abundante de los IL-2R en
las células T activadas pero no en células en
reposo; también se expresa en timocitos CD4-
/CD8-. El IL-2RB es una glicoproteina de 70
kDa que se une a la IL-2 con afinidad interme-
dia (KD »10° M) y el tercer componente del
IL-2R es la cadena y, una proteina integral de
la membrana de 64 kDa. Estas cadenas By vy
son miembros de una familia de receptores de
citoquinas que comparten dominios extracelu-
lares y constituyen el componente de afinidad
intermedia del IL-2R que se encuentra en ba-
jos niveles en las células T virgenes, células NK
y células B. Las formas de mas alta afinidad de
los IL-2R son dependientes de la presencia de
las tres cadenas y su conformacién es induci-
da por la unién de la IL-2.-

La importancia del receptor de la IL-2 se ha
hecho evidente mediante estudios de mutacio-
nes en la cadena v, las cuales son responsables
de la mayoria de los casos del sindrome de
inmunodeficiencia combinada severa asocia-
da al cromosoma X (XSCID). Sin embargo, la
severidad de la enfermedad no sélo depende
de la incapacidad de mediar los efectos de la
IL-2, sino del hecho que la cadena y es un com-
ponente comin a varios receptores de
citoquinas, incluidos los receptores para IL-4,
IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21. Estas citoquinas jue-
gan papeles criticos en el desarrollo tanto de
las células T como de las B. También se han
desarrollado ratones “knock-out” en las cade-
nas o y B del IL-2R, en los cuales se observan
alteraciones severas en el sistema inmune con
muchas manifestaciones de autoinmunidad, lo
cual, aunque no termina de explicarse del todo,



resalta la importancia
de la senalizacién me-
diante el IL-2R en el
mantenimiento de la
homeostasis y regulacién
del sistema inmune.

La transduccién de la
senal del IL-2R es esen-
cialmente dependiente
de las cadenas y y B,
pues la cadena a tiene
un dominio citoplasmi-
co relativamente corto
y su funcién principal
parece ser, establecer la
mayor afinidad del re-
ceptor por la IL-2. Los
dominios citoplasmicos
de las cadenas y y B no
tienen ninguna activi-
dad enzimética, actGan
reciprocamente con
proteinas citoplasmicas
para iniciar las sefiales
requeridas para inducir
la proliferacién y la di-
ferenciacién celular. Es-
tas cadenas involucran
en su senalizacion a las
proteinas citoplasma-
ticas JAK y a factores de
transcripcién de la fami-
lia conocida como STAT.
La dimerizacién de las
cadenas y y B del IL-2R
permite la exposicion
de regiones conserva-
das, adyacentes a la
membrana plasmatica
que se encargan de ac-
tivar reciprocamente a
JAK3 y JAKI. A su vez,
esto induce la fosforila-

ST B

Figura 15. La IL-2 activa la via JAK-STAT. La transduccion de la sefial del
IL-2R se considera que es esencialmente dependiente de las cadenas yy /3 pues la
cadena a tiene un dominio citoplismico relativamente corto, y su funcién
principal parece ser el aumento de la afinidad del receptor por la IL-2. Las cadenas y
y fdel IL-2R involucran en su sefializacién a unas proteinas citoplasmicas la
familia JAK y proteinas activadoras de trascripcion ( STAT). La dimerizacion de las
cadenas yy fdel IL-2R permite la exposicion de regiones conservadas que son
adyacentes a la membrana plasmitica y son responsables de activar reciprocamente
a JAK3 y JAK1, mediante su fosforilacién en residuos de tirosina. Esto induce la
fosforilacién de dos proteinas de STATS. Aunque no estd claro como las proteinas
STAT se asocian con JAK1 y JAK3 o con la cadena del receptor, se ha evidenciado la
necesidad de la fosforilacién de tirosinas especificas dentro de la cadena fdel IL-2R
para mediar la fosforilacion de STAT5. JAK1 y JAK3 pueden mediar la
fosforilacién de la cadena fdel receptor para reclutar a los STATS. Las proteinas
STATS fosforiladas pueden formar homo o heterodimeros mediante los dominios de
unién SH2, uniendo la tirosina fosforilada del otro monémero de STAT, lo que
permite la exposicion de una serial de localizacion nuclear oculta que permite que
los dimeros de STAT se transloguen. En el niicleo se unen a secuencias de DNA
especificas contribuyendo a la activacion de la trascripcion de genes blanco.
Varios eventos adicionales han sido asociados con transduccion de seriales mediadas
por el IL-2R. Ademis de la activacion del sistema de JAK-STAT, el estimulo del
IL-2R puede activar otras quinasas como Lck, Lyn y Syk. Estos eventos median la
activacién de c-Fos/c-Jun. Ademis, de las quinasas los dominios SH2 dela
subunidad p85 de la P1,-quinasa también actiian reciprocamente con residuos de
tirosina sobre la cadena /3. El papel de P -quinasa en la funcion del linfocito T, y las
miiltiples sendas que se activan corriente abajo involucran a Axt/PKB.
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cién de dos proteinas STAT5. Aunque no esta
claro c6mo las proteinas STAT se asocian con
JAK1 y JAK3 o con las cadenas del receptor, se
ha evidenciado la necesidad de la fosforilaci6n
de tirosinas especificas dentro de la cadena 3
del IL-2R para mediar la fosforilacién de STATS.
Aparentemente JAK1 y JAK3 inducen la fosfori-
lacién de la cadena B del receptor para reclu-
tar a STAT5. Las proteinas STATS5 fosforiladas
pueden formar homo o heterodimeros, me-
diante sus dominios de unién SH2 que unen
la tirosina fosforilada del otro monémero de
STAT. Esta dimerizacién de STAT permite la ex-
posicién de una sefal de localizacién nuclear
oculta que finalmente conduce a que los
dimeros de STAT se trasladen al niicleo donde
se unen a secuencias de DNA especificas, con-
tribuyendo a la activacién de la transcripcion
de genes blanco (Figura 15).

Varios eventos adicionales han sido asociados
con la transduccién de sefales mediadas por
el IL-2R. Ademas de la activacién del sistema
de JAK-STAT, el estimulo del IL-2R puede acti-
var otras quinasas como Lck, Lyn y Syk. Se
piensa que las quinasas Src actian reciproca y
directamente con Syk sobre una region rica en
serinas dentro de la cadena 3 del IL-2R. Estas
interacciones se correlacionan con la activacion
de las proteinas c-Fos/c-Jun y Myc. Sin embar-
go, ratones deficientes para Lck, Fyn o Syk tie-
nen una respuesta normal del IL-2R, lo cual
sugiere que la via de JAK-STAT puede sobre-
pasar los efectos de las vias alternas.

REGULACION DE LA RESPUESTA Y
ANERGIA DEL LINFOCITO T

Para cualquier organismo es fundamental po-
seer mecanismos que limiten la activacién, tan-
to en tiempo como en intensidad, de la res-
puesta inmune debido a las consecuencias de-
letéreas que ésta puede tener sobre distintas
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células y tejidos. Puesto que las células T son
el elemento central de dicha respuesta, la re-
gulacién negativa de la funcién de dichas cé-
lulas es un mecanismo importante para evitar
que la respuesta inmune se extienda indefini-
damente o sea més intensa de lo requerido. Se
ha considerado que el primer indicio para la
finalizacién de esta respuesta es el agotamiento
o eliminacién del antigeno. Aunque los meca-
nismos reguladores relacionados con la sefali-
zaci6n intracelular apenas se estan explorando,
cabe mencionar los mecanismos identificados.

Como hemos visto, los eventos de senalizacion
que son inducidos durante el reconocimiento
del antigeno involucran la fosforilacién de re-
siduos de tirosina, de serina y de treonina. Las
quinasas que fosforilan estos aminoacidos de-
ben existir en equilibrio con las fosfatas respec-
tivas, las cuales ademas de remover los fosfatos
que median la activacién, promueven la reloca-
lizacién de los substratos a su posicién inicial.
Dentro de éstas, se encuentran fosfatasas con
dominios SH2, como SHP-1 y SHP-2, que para
cumplir su funcién requieren la propia fosfo-
rilacién sobre residuos de tirosina; a su vez,
esto las convierte en blanco de otras proteinas
reguladoras, mediante el reconocimiento de sus
dominios SH2. Los ratones que son deficientes
en SHP-1 tienen una enfermedad letal caracteri-
zada por un sistema inflamatorio excesivamente
activo y alteraciones funcionales en el timo de-
bido a la hiporespuesta de Src en timocitos.

Un ejemplo importante, es la molécula CTLA-
4 (CD152) que puede actuar reciprocamente
con fosfatasas SHP-2. Es regulada positivamen-
te durante la activacién de la célula T y, aun-
que su papel en la activacién celular ha sido
objeto de controversias, su funcién en la regu-
lacién negativa se ha demostrado mediante
ratones deficientes en ella, los cuales desarro-
llan un sindrome linfoproliferativo que se aso-
cia a la activacién policlonal de las células T



CTLA-4 acttia como regulador negativo para
suprimir la respuesta de células T, mediante el
reclutamiento de fosfatasas SHP-2 sobre la
membrana plasmatica, donde estas pueden
actuar sobre sustratos asociados con el com-
plejo TCR/CD3. Aunque las células T CD4+ y
CD8+ activadas expresan 10 — 100 veces me-
nos la molécula CTLA-4 que CD28, la primera
se enlaza al B7-1 y al B7-2 con una afinidad
que puede llegar a ser 100 veces mayor. Las
células T en reposo también expresan esta mo-
lécula, pero buena parte de ella se mantiene
de manera intracelular y su salida a la superfi-
cie parece ser estrictamente dependiente de la
IL-2. Esto demuestra que la misma IL-2 parti-
cipa en los mecanismos de retroalimentacion
negativa para prevenir la hiperreactividad de
las células T.

Para la terminacién de la respuesta de las célu-
las T también intervienen otras proteinas como
Csk, la cual se mencioné previamente. Esta
es una quinasa con capacidad de fosforilar
sitios reguladores negativos de otras quinasas
como por ejemplo la Lck. Aunque Csk no es
regulada mediante su fosforilacién, su fun-
cién depende de sus dominios SH2 y SH3,
los cuales pueden servir de blanco para mo-
léculas inhibidoras después de iniciarse la
respuesta celular.

El estimulo bajo ciertas condiciones in vivo o
in vitro de las células T, ha demostrado que la
estimulacién inadecuada de las células T lleva
a un estado de incapacidad reversible de res-
puesta que es conocido como anergia. Este es-
tado puede ser inducido Gnicamente cuando
se le dan senales parciales a las células T como
la estimulacién mediante el TCR en ausencia
de senales coestimuladoras. El fenémeno maés
preponderante de la anergia es la incapacidad
de producir IL-2, lo cual bloquea la prolifera-
cién de las clonas especificas de los antigenos.
Este estado de anergia puede ser inducido en
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clonas de células T estimuladas con péptidos
alterados, anticuerpos monoclonales contra el
TCR 6 el CD3 o con citoquinas.

La naturaleza y el contexto del estimulo tam-
bién son factores criticos en la induccién de
anergia. Para inducir anergia se han utilizado
antigenos presentados en la superficie de cé-
lulas epiteliales tratadas con IFN-y, el cual
modula positivamente la expresion de molé-
culas del CMH clase II; también se han utiliza-
do membranas de lipidos planares que expre-
san CMH clase II. En ambos casos, se preten-
de realizar una presentacién antigénica que
estimule lo suficiente a las células T CD4+ para
generar células T especificas de antigeno pero
que sean incapaces de proliferar. Sin embargo,
la inactivacién no es completa, ya que estas
células producen cantidades moderadas de
IFNy e IL-3, en respuesta al antigeno aunque
no producen IL-2. Es mas, la proliferacion
puede restaurarse mediante el suministro
exégeno de IL-2.

Aunque no se ha establecido con certeza el me-
canismo responsable de la induccién de
anergia, se han propuesto varias alternativas.
El reconocimiento del antigeno en ausencia de
las senales coestimuladoras adecuadas como
es la interaccién entre CD28 y B7-1 6 B7-2,
impide una activacién completa del LT y por
lo tanto es incapaz de producir IL-2. De otro
lado, los péptidos alterados también pueden
inducir un estado de anergia atin en presencia
de una apropiada senal coestimuladora. Otros
estudios hacen pensar que un defecto en la
activacion de Ras, con consecuencias en la ac-
tivacion de MAPK y en la activacién de JNK,
posterior al estimulo del TCR, se pueda aso-
ciar con la induccién de anergia. La incapaci-
dad para activar Ras y MAP quinasas ayuda a
explicar los resultados que muestran disminu-
cién en la ocupacién de sitios AP-1 en clonas
de células T anérgicas.



Los mecanismos mediante los cuales el CD28
modula la funcién celular tienen pocos ele-
mentos especificos de esta via. La unién de B7-
2 6 de B7-1 con el CD28 induce la activacion
de la PL-K y de Grb2-Sos-Ras; a su vez, Grb2
une a LAT y activa a PLCy1 en forma similar a
como ocurre durante la activaciéon del TCR, lo
cual induce la movilizacién de calcio y los even-
tos que se mencionaron anteriormente. Sin
embargo, el CD28 tiene como evento especifi-
co la activacion de las quinasas JNK1 y JNK2,
lo que conduce a la transactivacién de AP-1.
Esta via se considera como la mediadora de la
activacién del elemento CD28RE, estrecha-
mente relacionado con el NF«B. Asi, la acti-
vacién de los elementos CD28RE parece ser
exclusiva del CD28, mientras que la del NF-
kB, es redundante entre el CD28 y la PKC6.

RESUMEN

La activacion de las células T se inicia por la
formacién de un conglomerado molecular en-
tre estas células y las células presentadoras de
antigenos en el contexto de un péptido. Este
conglomerado conduce a la formacién de la
sinapsis inmunolégica también conocida como
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