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1. Resumen 

 
Los linfocitos T poseen un receptor, conocido como receptor de linfocitos T (TCR),  

que reconoce específicamente antígenos peptídicos. Debido a que el TCR posee 

un dominio intracelular corto, su señalización se da a través de un complejo 

conocido como CD3, que posee 10 motivos fosforilables en su porción intracelular. 

El resultado de la activación del TCR-CD3 se traduce en la activación de 

diversascascadas de señalización: la salida de calcio del retículo endoplásmico, la 

activación de la vía de las MAP cinasas y el remodelaje del citoesqueleto. De la 

magnitud de estas señales depende el destino de los linfocitos T (activación ó 

muerte). Durante el desarrollo de los linfocitos T, la señalización a través del TCR 

permite que se lleven a cabo tres procesos clave de selección: (1) una señal baja 

lleva a la supervivencia por selección positiva, (2) una señal alta a la muerte por 

selección negativa y (3) una señal persistente a la elección del linaje CD4, 

mientras que una señal baja y breve a la elección del linaje CD8. Sin embargo, en 

la actualidad no se sabe la manera por medio de la cual el TCR tiene la capacidad de 

discriminar entre las señales fuertes y débiles.  

 

En este trabajo se evaluaron las señales reguladas específicamente a través de la 

subunidad épsilon del complejo CD3 (CD3) y el co-receptor CD4 (el cual también 

puede modular la señal del TCR) utilizando un sistema de dimerización químico. 

Este sistema consiste en la fusión de la porción intracelular de CD3 ó CD4 a 

varias copias de la inmunofilina FKBP-12, la cual permite la dimerización de las 
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proteínas a través de la adición de la droga AP20187.  Para medir la respuesta 

funcional de las células como resultado del entrecruzamiento con AP20187, se 

realizaron ensayos de flujo de calcio y fosforilación de Erk y Zap70. Además, se 

evaluó si la activación de estas proteínas altera el desarrollo de linfocitos T 

inmaduros en un sistema de cultivo in vitro.  Como resultado se observó que el 

entrecruzamiento de CD3 es suficiente para inducir una activación de Zap70. Por 

otro lado, el entrecruzamiento de CD4 alteró el desarrollo de los linfocitos T 

inmaduros, afectando el porcentaje de las poblaciones dobles negativas y dobles 

positivas.  En conclusión, se observó que la activación individual de CD2 CD3 FKBP-

12 posee la capacidad de iniciar una respuesta funcional en las células de manera 

independiente al complejo TCR-CD3 y que contrario a lo esperado, el 

entrecruzamiento de CD2 CD4 FKBP-12 x 2 en timocitos induce una disminución de la 

población CD4 simple positiva. 
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2. Introducción 

 

Los linfocitos T son células del sistema inmune adaptativo que juegan un papel importante 

en la respuesta específica hacia patógenos mediante diversas funciones efectoras, así 

como en la regulación de la actividad de otras células y en la generación de memoria 

inmunológica. Su característica principal es que poseen un receptor, conocido como 

receptor de linfocitos T (TCR), conformado por dos cadenas que son creadas 

azarosamente a través del rearreglo genético del DNA. Sin embargo, el amplio repertorio 

de linfocitos T está sujeto a procesos de selección positiva y negativa durante su 

diferenciación, lo cual permite que éste sea autotolerante y preferencialmente dirigido 

hacia el reconocimiento de antígenos extraños. En general, la capacidad de 

reconocimiento específico del TCR se lleva a cabo a través de su interacción con péptidos 

antigénicos que se encuentran ensamblados a moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC), aunque también existen ciertos tipos de linfocitos T capaces 

de reconocer antígenos de manera MHC independiente (linfocitos ) o bien antígenos no 

peptídicos (glicolípidos), presentados por moléculas MHC no clásicas (MHC-like) (células 

NKT). 

 

2.1. Desarrollo de los linfocitos T 

 

A diferencia de la mayoría de las células hematopoyéticas, las cuales surgen y maduran 

en la médula ósea, los linfocitos T maduran en un órgano especializado denominado timo. 

Los progenitores que dan lugar a células T surgen en la médula ósea o hígado fetal y son 
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pluripotenciales, por lo que necesitan del  microambiente tímico para comprometerse al 

linaje T. 

El timo es un órgano bilobulado (multilobulado en el humano) que está estructuralmente 

constituido por dos regiones anatómicas: una región externa, denominada corteza y una 

región interna, denominada médula. Estas regiones definen microambientes funcionales 

que proporcionan un entorno propicio para la diferenciación de los timocitos (Petrie y 

Zúñiga-Pflücker, 2007). Este microambiente se constituye de células estromales, 

epiteliales, mesenquimales,  endoteliales y miocitos, aunque la mayoría de la celularidad 

del timo se compone de timocitos (células T inmaduras). En el timo se desarrollan varios 

tipos de células T, las cuales se pueden diferenciar principalmente por la composición de 

su receptor en  y . Asimismo, se pueden generar células CD4, CD8, NKT y Treg.

Figura 1. Desarrollo de los linfocitos T. Durante de su maduración a partir de progenitores linfoides, 

los timocitos migran desde la médula tímica a la corteza y de regreso.
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El timo no posee la capacidad de generar timocitos de novo por lo cual depende del flujo 

constante progenitores linfoides desde la médula ósea ó del hígado fetal, en la etapa 

embrionaria. Estos precursores ingresan al timo por medio de vénulas especializadas 

localizadas en la parte medular, conocidas como vénulas del endotelio alto (HEV), las 

cuales se encuentran en baja frecuencia e importan cantidades bajas de progenitores. El 

desarrollo de los progenitores a linfocitos T inmaduros o timocitos se relaciona con el 

movimiento de las células desde la médula hacia la corteza del timo (Petrie y Zúñiga-

Pflücker, 2007). Esta migración va acompañada de varios ciclos de proliferación, así como 

de la expresión de diferentes moléculas en la superficie de los timocitos, las cuales se 

pueden utilizar como marcadores de maduración (Figura 1). Los timocitos se pueden 

clasificar de acuerdo a la expresión en superficie de los co-receptores CD4 y CD8 en: 

dobles negativos (CD4-CD8-), dobles positivos (CD4+CD8+) y simples positivos (CD4+CD8- 

y CD4-CD8+). A su vez, los timocitos en estadio doble negativo (DN) se pueden 

subclasificar en 4 grupos: DN1 (CD44+CD25-), DN2 (CD44+CD25+), DN3 (CD44-CD25+) y 

DN4 (CD44-CD25-). 

 

El movimiento de los timocitos hacia la corteza tímica se da a través de contactos célula-

célula entre los timocitos y las células del estroma y se facilita a través de moléculas de 

adhesión como VCAM-1 (expresada en células estromales) (Prockop et al., 2002) y las 

integrinas 41 (expresada en timocitos) y de E-cadherina, la cual se expresa tanto en 

timocitos como en células estromales (Lee et al., 1994). Además, se ha descrito la 

participación de algunas proteínas de matriz extracelular durante la diferenciación de los 

timocitos (Savino et al., 2002), como por ejemplo, la laminina-2 (ratón), y la laminina-5 

(humano), que intervienen en la progresión DN-DP.    
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La activación del receptor Notch1 en los timocitos es importante en el compromiso de los 

progenitores linfoides al linaje de células T (Jaleco et al., 2001; Tan et al., 2005; Schmitt y 

Zúñiga-Pflücker, 2002; Schmitt et al., 2004). El ligando de Notch, llamado Delta 1 (DL-1) 

se expresa en las células estromales del timo, lo cual refuerza la idea de que la 

interacción de los linfocitos y las células estromales es determinante para su desarrollo. 

La regulación génica de Notch se da a través de la conversión de represores 

transcripcionales a complejos activadores.  La vía canónica de señalización  involucra la 

interacción de Notch con su ligando, seguido de dos escisiones de Notch. La segunda 

escisión se lleva a  cabo por un complejo de presenilina (Laky y Fowlkes, 2007) con 

actividad de γ-secretasa, el cual libera la porción intracelular, conocida como NCID. Esta 

porción posee la capacidad de translocarse al núcleo, donde se une a al regulador 

transcripcional CSL (también conocido como RBPJκ), lo cual libera co-represores y atrae 

co-activadores de la familia Mastermind (MAML), entre otros.  Además de la 

especificación al linaje T, se ha observado que Notch posee otros genes blanco en estas 

células: Deltex (Chang et al., 2000; Pirot et al., 2004), Nrap (Pirot et al., 2004), pTα 

(Campese at al., 2006), CD25 (Maillard et al., 2006), IL-4 (Amsen et al., 2004), T-bet 

(Minter et al., 2005) y GATA3 (Amsen et al., 2007). La señalización por Notch se lleva a 

cabo en una gran diversidad de células y su efecto depende tanto del tipo celular como 

del estadio de desarrollo de las células. 

 

En el estadio de diferenciación DN1, las células llevan a cabo alrededor de 10 divisiones 

seriadas y se van liberando periódicamente hacia la corteza. La expansión de DN2 y DN3 

es limitada debido a la alta competencia por el microambiente, ya que la mayor parte de 

las señales que los timocitos reciben es a través de proteínas ancladas a la membrana de 

las células estromales. Algunas DN2 retienen el potencial de desarrollarse a otros linajes 

linfoides como células NK o dendríticas (Lu et al., 2005; Marquez et al., 1998; Alonso et 
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al., 2001). En este punto la señalización a través de Notch es crucial para el compromiso 

al linaje T. Las proteínas RAG comienzan el rearreglo de la cadena beta del TCR, lo cual 

da origen a la expresión en membrana de un complejo conocido como pre-TCR, la cual se 

compone de la cadena β rearreglada unida a una glicoproteína no polimórfica conocida 

como pre-Tα.  

 

En el estadio de diferenciación DN3 los timocitos ya han rearreglado los genes de la 

cadena  de su receptor de linfocitos T (TCR) (Petrie et al., 1995), por lo que su 

compromiso al linaje T es irreversible. Además, en este estadio de diferenciación ocurre el 

primer punto de control conocido como selección beta, en el cual los timocitos que no han 

logrado un rearreglo satisfactorio de la cadena beta del TCR no reciben las señales de 

supervivencia y mueren por apoptosis. Los timocitos en estadio DN4 reactivan la 

expresión de los genes RAG para realizar el rearreglo de los genes para de la cadena alfa 

del TCR.  

 

2.1.1.  Factores solubles que influyen en el desarrollo 

de los timocitos  

 

La maduración de los timocitos también es dependiente de una diversidad de factores 

solubles como citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento  y morfógenos.  

 

El papel de las quimiocinas en el desarrollo de los timocitos se relaciona estrechamente 

con su migración desde el sitio de ingreso de los progenitores en la médula del timo hacia 

la corteza, donde maduran en los subestadios DN, y de regreso a la zona medular, donde 

los timocitos se enfrentan a diversos procesos de selección. El proceso de entrada de los 
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progenitores está regulado principalmente por los receptores de quimiocinas CCR7, 

CXCR4 y CCR9 (Robertson et al., 2006) y tiene lugar a través de vénulas presentes en la 

región medular del timo (Petrie y Zúñiga-Pflücker, 2007).  

 

La transición de DN1 a DN2 es un proceso que involucra a la quimiocina CCL19 (Misslitz 

et al., 2004), ya que la subpoblación DN2 expresa transitoriamente CCR7 (receptor de 

CCL19 y CCL21), y la ausencia de éste conlleva un acumulo de timocitos en estadio DN2 

en la médula (Petrie y Zúñiga-Pflucker, 2007). En el estadio DN3 la señalización inducida 

por el Pre-TCR marca un cambio en la migración de los timocitos, los cuales invierten su 

dirección y se dirigen de la parte más externa de la corteza a la parte más interna de la 

misma. Esto viene acompañado de un incremento en la expresión de CCR9 en superficie, 

que se expresa en altos niveles en la subpoblación DP. Por otro lado, la migración de los 

timocitos hacia la corteza involucra a CXCL12 (a través del receptor CXCR4) y CCL25 (a 

través de CCR9). Finalmente, la re-expresión de CCR7 en timocitos SP como resultado 

de la selección positiva redirige la migración de regreso a la médula (Ueno et al., 2004), 

donde se expresan los ligandos CCL19 y CCL21 (Adachi et al., 2001) Asimismo, se ha 

observado que la expresión de CCR7 favorece el egreso de los timocitos (Ueno et al., 

2002), el cual es controlado  a través del receptor S1P1 (Matsuyuki at al., 2006) 

 

La dependencia de los timocitos por algunas citocinas es mayor durante los estadios DN. 

Dos factores muy importantes son el stem cell factor (SCF; ligando de Kit) (Massa et al., 

2006; Rodewald et al., 1997)  e IL-7 (Wang et al., 2006), los cuales inducen proliferación y 

supervivencia, y son indispensables para el establecimiento de un compartimento tímico 

adecuado. Las células en estadios DN1-3 son muy dependientes de estas citocinas. Por 

su parte, IL-7 contribuye a la expresión del TCR, favorece la adhesión (Ye et al., 2001; 

Munitic et al., 2004) y la accesibilidad a la recombinación de los loci del TCR, siendo 
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especialmente importante para rearreglo de los loci de las cadenas γ y  que componen el  

TCR (Ye et al., 2001; Huang et al., 2001). La dependencia de los timocitos a IL-7 

disminuye una vez que ha ocurrido el rearreglo de la cadena β, lo cual se ve reflejado en 

una disminución de la expresión de su receptor (IL-7R) (van DeWiele et al., 2004), aunque 

se ha observado que la supervivencia de timocitos SP también es dependiente de IL-7, 

pero una vez que la selección positiva ha ocurrido. 

 

Las proteínas morfógenas también tienen un papel importante durante el desarrollo 

tímico. El epitelio tímico posee la capacidad de producir la glicoproteína Wnt. Se cree que 

Wnt provee señales esenciales de proliferación en timocitos en estadio doble negativo y 

de supervivencia en células en estadio doble positivo (Ioannidis et al., 2001). Las 

proteínas hedgehog, en particular sonic hedgehog (SHh) se expresan en células 

epiteliales (TEC) y contribuyen a la expansión, supervivencia y diferenciación de las 

células DN1-3 (Shah et al., 2004; El Andaloussi et al., 2006) y su señal parece que ya no 

es requerida después de la selección β.  

 

Otras proteínas morfógenas, miembros de la superfamilia del TGFβ como las proteínas 

morfogénicas del hueso (BMP), también parecen tener un papel importante durante el 

desarrollo de los timocitos. La adición de BMP a cultivos de órgano fetal (FTOC) provoca 

un arresto en el estadio DN1 y disminuye la transición DN-DP (Graf et al., 2002; Hager-

Theodorides et al., 2002). Las BMP también son importantes para la formación adecuada 

del estroma tímico (Bleul y Boehm, 2005) y pueden inducir la expresión del factor de 

transcripción FoxN1 y de algunas quimiocinas (Tsai et al., 2003).  

 

Por  otro lado, se ha implicado a las isoformas TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3, las cuales se 

expresan en el epitelio tímico en ratón, en el desarrollo de timocitos. La ausencia de TGF-
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β1 deriva en un fenotipo de autoinmunidad (Bommireddy et al., 2003) indicando que esta 

molécula está estrechamente relacionada al desarrollo de linfocitos T. Utilizando cultivos 

de timo fetal (FTOC) se ha observado la influencia de las isoformas de TGFβ en el 

desarrollo de timocitos: TGF-β1 y TGF-β2 afectan el desarrollo de timocitos en DN1, DP y 

CD4 SP, mientras que TGF-β1 promueve la maduración a un estado intermedio simple 

positivo y TGF-β2 a CD8 SP (revisado por Licona-Limón y Soldevila, 2007). 

  

Recientemente, nuestro grupo de investigación describió la presencia de las proteínas 

activinas e inhibinas en el timo (las cuales señalizan a través de receptores tipo I y II y 

proteínas señalizadoras Smad2, Smad3 y Smad4), de manera que se observa una mayor 

expresión de receptores tipo I y II y Smad2, Smad3 y Smad4 en timo fetal al día 14 de 

desarrollo, en comparación con el día 16 y el timo adulto (Licona et al., 2006). En un 

análisis de expresión de las subunidades de inhibinas y activinas en el timo se observó 

que preferencialmente se encuentra expresada la subunidad α, lo cual apunta a que las 

inhibinas podrian tener un papel importante en la organogénesis y en el desarrollo 

temprano de los timocitos.  La función de estas moléculas en el timo ha sido confirmada 

en estudios recientes de nuestro grupo que demuestran que las Activinas e Inhibinas son 

capaces de regular el desarrollo de los timocitos in vitro y que la ausencia de la subunidad 

α puede reflejarse en un defecto en el desarrollo de los timocitos fetales (Licona-Limón et 

al., 2009). 

 

2.1.2.  Procesos de selección tímica 

 

Como ya se ha mencionado antes, los timocitos sufren varios procesos de selección 

durante su desarrollo. Estos procesos son de gran importancia ya que a través de ellos se 
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seleccionan los timocitos aptos para salir a periferia y se eliminan los que tienen el 

potencial de ser autoreactivos. Estos procesos de selección ocurren en diferentes etapas 

de su maduración. Las señales que dictan el resultado de cada uno de los procesos 

provienen de la interacción de los timocitos con células estromales y linfoides, así como 

de diversos factores solubles; sin embargo, son dirigidas a través de la señalización del 

receptor de linfocitos T. 

  

En el estadio DN3 los genes que conforman la cadena beta del TCR han sido 

rearreglados. Esto permite la expresión de este receptor en la membrana celular y su 

acoplamiento a una glicoproteína conocida como pre-Tα. Este receptor inmaduro presente 

en los timocitos se conoce como pre-TCR. Se piensa que la señalización a través de este 

receptor provee a las células de señales de supervivencia que las rescatan de la muerte 

por apoptosis, lo cual se conoce como selección beta. Hasta la fecha no se ha descrito un 

ligando del pre-TCR por lo que se postula que su activación es autónoma.  

 

Los eventos posteriores de selección se dan en el estadio doble positivo, durante el cual 

los timocitos ya expresan un receptor TCR maduro compuesto por las cadenas β y α 

(conocido como TCR). Este receptor maduro posee afinidad por el complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC) unido a un péptido. Este ligando es presentado por las células 

estromales epiteliales de la corteza tímica. A través de la interacción con su ligando, el 

TCR le proporciona a los timocitos señales que dependiendo de su intensidad, dan paso a 

los procesos de selección conocidos como muerte por negligencia, selección positiva, 

selección negativa y elección de linaje (cooperador o citotóxico). A la par que los timocitos 

pasan a través de estos procesos de selección y llegan a su estado final de maduración, 

migran desde la corteza de regreso a la médula tímica, donde luego salen del timo hacia 

la periferia. 
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2.1.2.1. Selección positiva 

 

Los genes de la cadena α del TCR comienzan a rearreglarse desde que la célula pasa la 

selección β; sin embargo, el rearreglo robusto comienza en el estadio DP. La obtención de 

un producto rearreglado de la cadena α no es suficiente para la terminación del proceso, 

puesto que la señal de término requiere que la cadena α generada posea la capacidad de 

acoplarse a la cadena β previamente generada y que el heterodímero tenga afinidad por 

el MHC presentado en las células estromales (Borgulya et al., 1992; Brandle et al., 1992). 

Esta interacción entre TCR y MHC rescata a las células de la apoptosis, lo cual se conoce 

como selección positiva. Sólo un bajo porcentaje de células logran rearreglos exitosos de 

la cadena α, por lo que la presencia de múltiples sitios V/J en el gen de α permite la 

recombinación de múltiples cadenas α, a expensas de la eliminación de la cadena 

formada anteriormente. La vida de las células DP es de 3 a 4 días. Durante este tiempo el 

locus α puede sufrir una gran cantidad de rearreglos, lo cual se correlaciona con el tiempo 

de vida de la célula. Debido a que sólo las células con rearreglos funcionales de su TCR 

reciben señales de supervivencia, la selección  positiva es un punto de control a través del 

cual se asegura que los timocitos generados tengan restricción a MHC propio. Se ha 

observado que el proceso de selección positiva se lleva a cabo a través de la unión 

prolongada del TCR con MHC propio, lo cual permite que exista una señalización 

adecuada (Wilkinson et al., 1995). El reconocimiento de MHC permite la represión de los 

genes RAG, supervivencia, migración a la médula y diferenciación a linfocitos T maduros.  
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De manera alternativa, si el TCR maduro no posee afinidad por MHC propio y ya no se 

puede recombinar la cadena α, los timocitos mueren por apoptosis, lo cual se conoce 

como muerte por negligencia (ocurre en el 95% de los casos).  

 

Se ha propuesto que los péptidos unidos al MHC que interactúan con el TCR de los 

linfocitos T influyen en la selección positiva, aunque esta propuesta es todavía materia de 

controversia. Por un lado, existe la propuesta de que los péptidos que seleccionan 

positivamente a los timocitos están relacionados a los péptidos antigénicos que activarán 

a la célula madura en periferia, aunque en menor concentración (Kraj et al., 2001; Cook et 

al., 1997). Alternativamente, se ha propuesto que la naturaleza de los péptidos es 

antagonista a los que inducirán la activación de los linfocitos en periferia (Smyth et al., 

1998; Stefanski et al., 2001). Finalmente, se ha planteado que los péptidos que llevan a la 

selección positiva no tienen relación con los péptidos antigénicos que provocarán la 

activación de las células en periferia (Alam et al., 1996; Williams et al., 1999), aunque sí 

posean alta relación estructural con ellos (Starr et al., 2003). Esta última, es la propuesta 

más aceptada actualmente. 

 

2.1.2.2. Selección Negativa  

 

La  selección negativa consiste en la eliminación de células cuyo TCR posee muy alta 

afinidad por MHC. Una diferencia importante entre la selección positiva y negativa es que 

para que se lleve a cabo este segundo proceso se necesita de la activación del TCR 

acompañada de señales de co-estimulación. Esto fue confirmado a través de la activación 

in vitro de timocitos DP (Starr et al., 2003).  Los péptidos presentados a los timocitos en 

esta etapa del desarrollo son proporcionados por células presentadoras de antígeno 
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profesionales (APC), lo cual es importante para obtener un co-estímulo adecuado. 

Asimismo, las células epiteliales medulares (mTEC) son de gran importancia en el 

proceso de selección negativa, ya que tienen la capacidad de expresar un gran número 

de antígenos propios de diferentes tejidos. La expresión de estos antígenos está regulado 

por un factor de transcripción conocido como AIRE (revisado por Peterson et al., 2008) y 

la deficiencia de este factor de transcripción tiene como consecuencia un fenotipo severo 

de autoinmunidad (Kuroda et al., 2005; Peterson y Peltonen, 2005).  

 

Un aspecto interesante de estos procesos de selección es que restringen el repertorio de 

células a aquellas que poseen un TCR con afinidad intermendia por MHC. 

 

2.1.2.3. Elección de linaje CD4 vs. CD8 

 

El paso final de maduración de los timocitos es la elección de un linaje, la cual consiste en 

la represióin de un co-receptor: CD4 ó CD8.  

 

2.1.2.3.1. Modelos de elección de linaje 

 

Inicialmente, se postularon dos modelos principales que describen los mecanismos 

involucrados en este proceso: el modelo estocástico, que apunta que los linfocitos tienen 

una represión azarosa de un co-receptor seguida de un proceso de selección; y el modelo 

instructivo, que propone que los timocitos reciben señales a través de su receptor que les 

dictan el co-receptor que les corresponde. Ambos modelos están respaldados por 

evidencia, lo cual ha ocasionado que el análisis de los datos se haga teniendo en cuenta 

la contraposición de uno y otro (revisado en Germain, 2002). 
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El modelo estocástico postula que la elección de linaje sucede en dos pasos: (1) los 

timocitos reprimen la expresión de alguno de los co-receptores al azar y (2) sólo se 

seleccionan positivamente las clonas que interactúan con el MHC que corresponde al co-

receptor expresado. Si no existe concordancia  por el mismo MHC entre la especificidad 

del TCR y el co-receptor elegido al azar, las células no reciben señales de supervivencia y 

mueren por apoptosis. En ratones deficientes de MHC I se observan cantidades 

importantes de formas transitorias de timocitos DP: CD4medium CD8high. La presencia de 

éstas poblaciones sirvió como evidencia de que el co-receptor se elige al azar, debido a 

que al carecer de MHC I, los timocitos CD4medium CD8high no se generaron en respuesta a 

una señal inicial que los instruyera a elegir linaje CD8 (Chan et al., 1993; Crump et al., 

1993). Asimismo, el efecto correspondiente fue encontrado en los ratones deficientes de 

MHC clase II, en los cuales hay presencia de células CD4high CD8medium (Chan et al., 1993; 

Crump et al., 1993). 

 

El modelo instructivo de elección de linaje postula que la activación de uno de los co-

receptores da origen a la represión de la transcripción del otro co-receptor. La evidencia 

inicial de que este proceso sucede se encontró en ratones deficientes de CD4, en los 

cuales se observa que si existen células CD4 simples positivas. Esta es también el caso 

de ratones deficientes de CD8. En modelos donde se utilizan co-receptores quiméricos 

que expresan la parte extracelular de CD8 combinada con la porción intracelular de CD4 

se comprobó que la señalización del co-receptor es más importante que su capacidad de 

reconocimiento de MHC (Seong et al., 1992, Itano et al., 1996). En estos experimentos se 

observó el desarrollo de timocitos que contienen estas proteínas quiméricas en un ratón 

transgénico con TCR específico para MHC clase I. En este sistema se observó el 

desarrollo de células CD4+CD8-.  
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Más aún, el grupo de Itano y colaboradores postula que, debido a que la activación de Lck 

es diferente entre CD4 y CD8, la interacción TCR–co-receptor–MHC podría desencadenar 

señales de diferente intensidad dependiendo de cuál co-receptor se une. De acuerdo con 

esto, un TCR que reconoce MHC clase II reprime la transcripción de CD8 y uno que 

reconoce MHC clase I reprime a CD4. El reclutamiento de CD4 induce una señal fuerte y 

sostenida, mientras que CD8 induce una señal baja y sostenida (Itano et al., 1996). Es por 

ello que a este modelo se le conoce como “intensidad de señal”. 

 

Por su parte, otros grupos han apoyado la idea de que la intensidad en la interacción 

entre el TCR y MHC tiene influencia en la elección de linaje. Matechek y colaboradores 

demostraron que en ratones deficientes de CD4, la señal generada a través del TCR es 

baja, lo que favorece la generación de linaje CD8 (aunque en su modelo también se 

encontró la formación de células CD4 SP) (Matechak et al., 1996). Por otro lado, Itawa y 

colaboradores demostraron que la concentración y el tiempo de exposición de linfocitos 

DP a ésteres de forbol ó a ionomicina (los cuales estimulan la activación de moléculas río 

abajo del TCR) resulta en la formación selectiva de CD4 ó CD8 SP (Ohoka et al., 1997): 

concentraciones altas y tiempos prolongados de exposición  a dichos agentes dan paso a 

la elección del linaje de CD4; y concentraciones bajas y tiempos cortos a CD8.  

 

El grupo de Zamoyska y colaboradores por su parte, confirmaron que Lck es importante 

para el compromiso. En su modelo utilizaron anticuerpos con capacidad de activar el TCR 

(bajos niveles de Lck) ó TCR–co-receptor (altos niveles de Lck). La interacción TCR-TCR 

da lugar a CD8, mientras que la activación de los co-receptores a CD4, sin importar cuál 

de los dos se active (Basson et al., 1998a; Basson et al., 1998b).  Asimismo, Weist y 
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colaboradores demostraron que Lck se une preferentemente a CD4 que a CD8 (Wiest et 

al., 1993).  

 

El grupo de Germain y colaboradores utilizó un sistema de cultivo in vitro en dos pasos: 

(1) un reagregado celular de timocitos y células de estroma tímico, en el cual se promueve 

la selección positiva; y (2) recuperación de las células que expresan el marcador CD69 

del primer cultivo para observar su desarrollo en un segundo reagregado. Variando la 

calidad del péptido adicionado a los cultivos entre el primer y segundo reagregado se 

puede elucidar el tiempo de interacción co-receptor–MHC necesario para la elección de 

linaje (Yasutomo et al., 2000). Usando este método, los autores determinaron que el 

compromiso al linaje CD4 depende de una activación prolongada durante el primer cultivo 

mientras que la formación de células CD8 requiere de un tiempo más corto de estímulo 

(Kirberg et al., 1997; Kisielow y  Miazek, 1995; Yasutomo et al., 2000). A este modelo se 

le denominó “duración de la señal” (Germain, 2002). 

 

En el año 2000, Singer y colaboradores demostró que existe un estado intermedio entre 

DP y SP en el cual cesa la transcripción de CD8 de manera autónoma, aún cuando las 

células eligen CD8 como linaje final (Brugnera et al., 2000). Estas células CD4+CD8- 

retienen la capacidad de reiniciar la transcripción de CD8 dependiendo de las señales del 

TCR. A este fenómeno se le denominó reversión del co-receptor. Si la célula recibe una 

señal prolongada a través de su TCR se compromete al linaje CD4, sin embargo, si la 

señal no persiste y existe IL-7 en el entorno, se compromete al linaje CD8. Dado que se 

propone que el compromiso al linaje depende de la duración de la interacción TCR y 

MHC, este modelo fue denominado “cinética de señal”. 
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Más recientemente, el grupo de Singer demostró que la cinética de señal del TCR es más 

importante que la actividad misma de los co-receptores durante la elección del linaje 

(Bosselut et al., 2003, Erman et al., 2006). En un modelo donde se combina la porción 

extracelular de CD8α con la porción intracelular de CD4 (en ratones “knock in”) se 

observó que la señalización a través del co-receptor CD8 es importante para la selección 

positiva de los timocitos con TCR específico para CD8, pero esta señalización no es 

indispensable para el compromiso al linaje (Erman et al., 2006).  

 

2.1.2.3.2. Papel de las quimiocinas 

 

Dado que la migración y la maduración de los timocitos son dos eventos intrínsecamente 

relacionados, recientemente se ha explorado el papel de las quimiocinas en la elección 

del linaje. Tomando en cuenta que los timocitos DP expresan el receptor de quimiocinas 

CCR7 al pasar el proceso de selección positiva, se han utilizando ratones con TCR 

transgénicos, capaces de seleccionar preferentemente células CD4 ó CD8 para observar 

la expresión de este receptor. El grupo de Yin et al. muestra que existe una relación entre 

la expresión de CCR7 y el porcentaje de células que seleccionan para CD8 (Yin et al., 

2007): una sobreexpresión de CCR7 se ve reflejada en un aumento del porcentaje de 

células CD8. Asimismo, los autores sugieren que podría haber una relación entre la 

expresión de CCR7 y la duración de la señal a través del TCR: los timocitos pre-

seleccionados para CD8 aumentan la expresión de CCR7, lo cual podría favorecer la 

elección del linaje CD8.    
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2.1.2.3.3. Papel de Notch 

  

Dado que Notch tiene un papel importante durante el desarrollo de timocitos, se ha 

estudiado su papel en el compromiso al linaje. De manera inicial, se observó que en 

ratones que expresan de manera constitutiva NCID  (la porción intracelular de Notch) 

había un decremento de la formación de células CD4 SP y un aumento de células CD8 

SP (revisado por Laky et al., 2006). A raíz de ello, se propuso que Notch tenía un papel 

importante en la elección del linaje CD8. Sin embargo, otros estudios posteriores 

demostraron que la señalizacion a través de Notch no dirige el linaje hacia CD8, sino que 

esta subpoblación tiene mayor dependencia de Notch para su sobrevivencia ya que 

Notch1 promueve la diferenciación de ambos CD4 y CD8 en ratones deficientes de MHC 

clase II (Deftos et al., 2000).Utilizando otros modelos de ratones transgénicos de NCID se 

observó que la ausencia de Notch1 causa defectos en el desarrollo de ambos CD4 y CD8 

(Izon et al., 2001; Deftos et al., 2000) y el rescate de estas poblaciones es dosis 

dependiente (Izon et al., 2001), lo cual fue relacionado a una deficiencia en la señalización 

a través del TCR. Sin embargo, el grupo de Fowlkes reanalizó los resultados obtenidos de 

los transgénicos de NCID y observó una marcada disminución de células CD4 y un 

favorecimiento de la población CD8 en ambos fondos: MHC clase I y II (Fowlkes y Robey, 

2002).  

 

Las discrepancias obtenidas con los ratones deficientes de NCID llevaron a la elaboración 

de otros modelos de activación constitutiva de Notch1. Recientemente, mediante la 

utilizacion de un modelo deficiente de presenilina, se observó que la disminución de 

células CD4 SP puede ser atribuido a deficiencias de la capacidad de señalización del 

TCR durante el estadio DP (Laky y Fowlkes, 2007). Este hallazgo se confirmó dado que si 
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se aumenta la afinidad del TCR se puede restaurar el fenotipo en estos ratones (revisado 

por Laky y Fowlkes, 2008). Es por ello que actualmente se propone que la actividad de 

Notch no es decisiva en el proceso de elección de linaje, aunque sí tiene un papel 

modulador de la señal del TCR.   

 

2.1.2.3.4. Regulación transcripcional 

 

Se han encontrado dos factores de transcripción relacionados con el proceso de elección 

del linaje a CD4: ThPOK y GATA-3. La deficiencia de ThPOK no permite el desarrollo de 

células CD4 e incluso, redirige el linaje de células restringidas por MHC clase II (cuya 

afinidad es por CD4) al linaje CD8 (He et al., 2005). De manera inversa, la expresión 

forzada de ThPOK en células restringidas por MHC clase I (cuya afinidad es por CD8) 

redirige el linaje de estas células a CD4 (He et al., 2005; Sun et al., 2005). Por otro lado, 

la expresión del factor de transcripción GATA-3 aumenta conforme las células se dirigen 

al linaje CD4 y disminuye para aquellas que se diferencian en CD8 (Hendriks et al., 1999; 

Hernandez-Hoyos et al., 2003). Sin embargo, a diferencia de ThPOK, GATA-3 no tiene la 

capacidad de redirigir el linaje de células MHC clase I a CD4 (Hernandez-Hoyos et al., 

2003; Ling et al., 2007). Debido a que se ha observado que las células deficientes de 

GATA-3 se arrestan en el paso DP-SP (Pai et al., 2003), se postula que GATA-3 es 

necesario para la supervivencia de timocitos CD4 (Ho y Pai, 2007; Pai et al., 2003). Sin 

embargo, recientemente el grupo de Wang y colaboradores postuló que el factor de 

transcripción GATA-3 es necesario para la expresión de ThPOK, dado que la expresión 

forzada de ThPOK en un ratón deficiente de GATA-3 no es capaz de rescatar el desarrollo 

de timocitos CD4 (Wang et al., 2008). Este grupo propone que el factor de transcripción 
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GATA-3 es necesario para un pre-compromiso, en el cual GATA-3 ayuda a aumentar la 

expresión de genes que llevan al linaje CD4. 

 

Asimismo, se ha propuesto que los factores de transcripción TOX y RunX3 están 

involucrados en la elección del linaje CD8. Se ha propuesto que el factor de transcripción 

TOX puede dirigir las células al linaje CD8 (Wilkinson et al., 2002) mientras que RunX 

tiene la capacidad de silenciar genes encargados de la expresión de CD4 en células CD8 

(Taniuchi et al., 2002; Woolf et al., 2003). 

 

1.3. Señalización a través del Receptor de linfocitos T  

 

El proceso de señalización a través del TCR se inicia a través de la interacción de sus 

cadenas α y β, que confieren la especificidad en el reconocimiento de péptidos, con su 

ligando, las moléculas del MHC propias cargadas de péptido. Sin embargo, las cadenas α 

y β del TCR no poseen la capacidad de señalizar por sí mismas debido a que carecen de 

una porción citoplásmica que les permita anclar y activar moléculas señalizadoras. Para 

poder transducir señales, el TCR se asocia a un complejo conocido como CD3, el cual se 

compone de seis cadenas arregladas en forma de dímeros: ,  y  (Figura 2). Cada 

una de las cadenas ,  y  posee un motivo conocido como ITAM (“immunoreceptor 

tyrosine-based activation motif”), que se compone de un par de secuencias con tirosinas 

fosforilables, mientras que  posee tres de estos motivos. El complejo CD3 se ensambla y 

se expresa en la membrana de los timocitos a la par de la expresión del pre-TCR (Ciofani 

y Zúñiga-Pflucker, 2007). 
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La cascada de señalización se activa a través de la unión del TCR con el MHC cargado 

de péptido. Esta interacción induce un cambio conformacional en las cadenas α y β del 

TCR que aproxima al CD3 al complejo. Los ITAM del CD3 son fosforilados por cinasas de 

la familia src (Lck, Fyn, Yes). La cinasa principal que participa en este proceso es Lck, la 

cual es acercada al complejo a través de su unión a la porción citoplásmica de los co-

receptores CD4 y CD8. Los ITAM fosforilados forman el sitio de anclaje de las cinasas de 

tirosina de la familia de Zap70/Syk. A continuación, Zap70 se encarga de la fosforilación 

de proteínas adaptadoras como LAT, que está anclada a la membrana y  SLP-76. La 

fosforilación de LAT es un punto clave en la propagación de la señal a partir del cual se 

activan tres cascadas de señalización: activación de MAP cinasas, movilización de calcio 

y rearreglo del citoesqueleto. Para llevar a cabo estas funciones, LAT recluta proteínas

diferencialmente dependiendo de su grado de fosforilación: PLC1 (fosfolipasa C-

gamma1), PI3K (fosfatidil inositol 3-cinasa) y Grb2 (Figura 3).  PLC1 regula la inducción 

de calcio citoplásmico, Grb2 activa a la vía de las MAPcinasas y SLP-76 permite el

reclutamiento de Vav y Nck los cuales regulan la polimerización de actina y la 

reorganización del citoesqueleto.

Figura 2. Estructura del complejo TCR-CD3.
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La vía de las MAP cinasas es activada a través de la proteína intercambiadora de 

nucleótidos de guanina (GEF) Sos. El reclutamiento de Sos a la membrana es mediado 

por Grb2; esta proximidad a la membrana le permite la activación de la pequeña GTPasa 

Ras, la cual fosforila a la primera cinasa de la cascada  (MAPKKK) Raf-1. Raf-1 fosforila a 

MEK-1 y 2 (MAPKK) las cuales a su vez fosforilan  a ERK-1 y 2 (MAPK). Por otro lado, 

MEK-3, 4 y 6 activan a la cinasa p38 (MAPK); y MEK-4 y 7 a la cinasa JNK (MAPK). 

Finalmente, las cinasas ERK, JNK y p38 se translocan al núcleo y fosforilan los factores 

de transcripción Ets, Elk-1, NF-AT y el complejo AP-1 (Fos-Jun) (Rincón, 2001).   

 

PLCγ-1 tiene la hidroliza la molécula fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PI(4,5)P2) anclada a la 

membrana. Los productos de la hidrólisis son fosfatidil inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 

diacilglicerol (DAG). IP3 es un segundo mensajero que tiene la capacidad de migrar al 

retículo endoplásmico en donde se une a su receptor y permite la liberación de calcio de 

los reservorios. El incremento de calcio en el citoplasma permite la activación de la 

fosfatasa calcineurina, encargada de la activación del factor de transcripción NF-AT (Rao 

et al., 1997; Lewis, 2001).  Por otro lado, DAG activa a la cinasa de serina y treonina PKC-

θ la cual tiene la capacidad de activar la vía de las MAPcinasas de dos maneras 

diferentes: (1) activación directa de JNK y MKK4 (Avraham et al., 1998) y (2) activando a 

RasGRP (Ras guanyl nucleotide-releasing protein), la cual activa a Ras e inicia la vía de 

las MAPcinasas (Dower et al., 2000). 

 

El rearreglo del citoesqueleto se inicia a través de VAV, una GEF que se une a SLP-76. 

Vav se asocia a la membrana para a su vez anclar a vinculina y talina, dos proteínas que 

ayudan a unir F-actina a la membrana celular. Asimismo, Vav activa a la GTPasa Cdc42, 
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encargada de activar al complejo Wasp/Arp2/3 quien inicia la polimerización de actina 

(Samstag et al., 2003). 

Figura 3. Cascadas de señalización activadas por el TCR. Figura obtenida de Nava y Soldevila, 

2004.

La conexión de las diferentes vías de señalización da como resultado la activación de 

factores de transcripción que resultan principalmente en la activación de los linfocitos y la 

producción de IL-2. 



31 
 

2.2.1.  Señalización del TCR durante el desarrollo de los 

linfocitos 

 

Como ya se ha mencionado, los puntos de control del desarrollo de los linfocitos T están 

determinados a través de las señales del pre-TCR y TCR. Dependiendo del estadio del 

desarrollo de las células, las consecuencias de la activación de este receptor son muy 

diversas: supervivencia, apoptosis, represión o activación de factores de transcripción, 

proliferación, etc. y se relacionan directamente con la intensidad de la señal inducida. La 

capacidad de señalización del TCR es muy interesante debido a que para inducir esta 

gran diversidad de eventos utiliza un mismo complejo de señalización.  

 

El primer punto de control, la selección beta es dependiente de la señalización del pre-

TCR. Se ha postulado que el pre-TCR no posee un ligando específico y que su 

señalización es autónoma y se da a través de un complejo estable de la cadenas TCRβ-

preT-α con el complejo CD3. El resultado de esta señalización provee supervivencia,  

proliferación y reactivación de los genes Rag. Los ratones deficientes de Rag, TCR ó p-T 

poseen timocitos que se encuentran arrestados en el estado de maduración DN3: 

CD25+CD44-/lowCD117low (Fehling et al., 1997), y por lo tanto, no han pasado la selección 

beta. En estos ratones se ha observado que la inyección de anti-CD3 restaura la 

maduración de los timocitos y la celularidad total del timo. Asimismo, la activación de Lck 

es necesaria para que se lleve a cabo este proceso (Hashimoto et al., 1996).  

 

Más adelante, durante el estadio DP, los timocitos dependen de las señales del TCR para 

su desarrollo. Se ha observado que Lck, la cual se encuentra muy proximal al complejo 

TCR-CD3 tiene un papel muy importante en los diversos procesos de selección. El 
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bloqueo de Lck lleva al arresto de los timocitos en el estadio DP, deformidad tímica y bajo 

número de células T en periferia (Molina et al., 1992). En 1996, se describió que una 

forma inactiva de Lck, colocada al doble de la concentración de la normal es capaz de 

inhibir la selección positiva en un 80%; mientras que una isoforma constitutivamente 

activa de Lck es capaz de inducir selección positiva incluso en ausencia de TCR 

(Schmedt y Tarakhovsky, 2001). Esto indica que la ausencia de Lck no sólo impide el 

desarrollo de los timocitos sino que también interviene en la selección del repertorio de 

linfocitos T.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Moléculas involucradas en los procesos de selección positiva y negativa.  

 

Existen otras proteínas proximales al TCR que están involucradas en la selección positiva. 

Se ha observado que los timocitos de ratones deficientes de Zap-70 presentan un bloqueo 

en su selección positiva (Negishi et al., 1995). Por otro lado, la deficiencia de CD3 impide 
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el paso de selección positiva, aunque no tiene efecto en la selección β (Dave et al., 1997). 

Interesantemente, el proceso de selección positiva puede ocurrir en ausencia absoluta de 

los ITAM de CD3δ; sin embargo, los timocitos seleccionados poseen un repertorio 

sesgado (Love y Shores, 2000). Finalmente, algunas proteínas inhibitorias proximales al 

TCR también se han relacionado con la selección positiva: c-Cbl, SLAP y Csk, y su 

deficiencia se refleja en un incremento en la selección positiva (Sohn et al., 2001).  

 

Además, se ha observado que SLP-76 y GADs, que son reclutadas a LAT son 

indispensables para la selección positiva (Starr et al., 2003). Por otro lado, el flujo de 

calcio, así como la actividad de calcineurina (Gallo et al., 2007) son necesarios para la 

selección positiva debido a que el factor de transcripción NFAT4 activado por esta vía, es 

responsable de una eficaz selección positiva (Oukka et al., 1998). Los timocitos de 

ratones deficientes de RasGRP-1 también presentan deficiencias en este proceso de 

selección (Dower et al., 2000). Finalmente, la selección positiva depende en gran medida 

de la vía de las MAP cinasas. En sistemas en los que se expresan formas dominantes 

negativas de Ras y MEK se observó una disminución de selección positiva (Alberola-Ila et 

al., 1995 y 1996), lo cual fue confirmado con la deleción de Erk1 (Pages et al., 1999). El 

factor de transcripción Egr-1 es el blanco probable de la activación de ERK en timocitos 

(Shao et al., 1997). Si se activa exógenamente este factor de transcripción de timocitos se 

obtiene selección positiva aún en condiciones no favorables (Miyazaki y Lemonnier, 

1998). 

 

Varias moléculas involucradas en las vías de muerte han sido estudiadas en el proceso 

de selección negativa. La vía mediada por receptores como FAS, TNFR1, FADD, DR3 y 

TRAILR2, no tiene influencia en la selección de timocitos en modelos transgénicos ni 

utilizando superantígenos (Nagata, 1997). Se ha observado que sólo la deleción de BIM, 
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proteína de la familia de proteínas pro-apoptóticas Bcl-XL, disminuye la selección 

negativa, tanto en modelos murinos con TCR transgénico como en la activación a través 

de superantígenos y péptidos (Hara et al., 2002).  

 

Aunque los mecanismos de muerte en los timocitos seleccionados negativamente aún no 

han sido totalmente esclarecidos, se conocen algunas vías que se han relacionado con la 

selección negativa. El adaptador Grb-2 es importante para la selección negativa (Gong et 

al., 2001), mientras que su influencia en la selección positiva es muy baja. Las vías de 

JNK y p38 también han sido involucradas en el proceso de selección negativa. Los niveles 

de JNK y p38 se encuentran aumentados durante la selección negativa (Gong et al., 

2001).  

 

Como se mencionó anteriormente, el proceso de selección negativa no sólo es resultado 

de la interacción entre TCR-MHC sino que también requiere de señales co-estimulatorias. 

Se ha observado que la deficiencia de CD28 ó su ligando B7, resulta en resistencia a la 

apoptosis mediada por anti-CD3 o péptidos (Noel et al., 1998). Asimismo, la deficiencia de 

CD40 causa supresión de la selección negativa, aún en modelos transgénicos.  

 

El factor de transcripción Nur 77 también posee un papel importante durante la selección 

negativa: su ausencia lleva a supresión de la selección negativa, mientras que su sobre-

expresión causa aumento de muerte celular, utilizando el modelo de ratones TCR 

transgénicos HY, luego de la activación del TCR a través de anti-CD3 y péptido (Calnan et 

al., 1995; Zhou et al., 1996). Otro factor de transcripción importante en este proceso es 

NFκB. Se ha observado que la sobreexpresión del represor de NFκB, IκB incrementa la 

apoptosis como respuesta a la estimulación con anti-CD3 (Fiorini et al., 2002). 
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A partir de estas observaciones se han propuesto varias teorías por medio de las cuales 

se puede dar la discriminación entre las señales de supervivencia y muerte. Una de ellas 

implica una diferencia en la activación de la vía de las MAP cinasas: la activación de Erk 

baja y sostenida logra señales de supervivencia necesarias para la selección positiva, 

mientras que una señal corta y fuerte  acompañada de la activación de JNK y p38 da paso 

a la selección negativa  (Werlen et al., 2000; Mariathasan et al., 2001). La activación baja 

y sostenida de Erk podría ser resultado de la activación de RasGRP. Por otro lado, la 

activación de Grb-2 podría activar la vía de JNK y p38 debido a que es un intermediario 

anterior a la activación de estas moléculas.  Esto podría estar relacionado a las señales 

de co-estímulo a través de la fosforilación diferencial de LAT, la molécula adaptadora que 

recluta y permite la activación de Grb-2. Asimismo, las señales co-estimulatorias podrían 

generar una amplificación de la señal de Grb-2. 

 

2.2.2.  Participación de los ITAM del CD3 en la 

discriminación de las señales  

 

En la actualidad se conoce una gran cantidad de moléculas involucradas en la 

supervivencia y muerte de los linfocitos, y estos procesos a su vez, han sido relacionados 

con la intensidad de la señal iniciada en el TCR. Sin embargo, todavía no se sabe la 

manera por medio de la cual el TCR tiene la capacidad de discriminar entre las señales 

fuertes y débiles durante el desarrollo de los linfocitos T. Mientras que las cadenas del 

CD3 son las que poseen capacidad señalizadora (a través de sus motivos ITAM), se ha 

propuesto que estos motivos son los responsables de la diferenciación entre las señales 

débiles y fuertes.  
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Los motivos ITAM se encuentran usualmente presentes en una o varias copias en 

muchos receptores de las células del sistema inmune, como en receptores Fc, PIR-A 

(paired immunoglobin-like receptor A), y receptores activadores de células NK, linfocitos B 

(BCR) y T (TCR). Dependiendo de la célula en que se encuentren y su estado de 

maduración, la fosforilación de estos motivos puede regular la sobrevivencia, muerte 

celular, desarrollo ó funciones efectoras (Pitcher y van Oers, 2003).  

 

A la fecha todavía se desconoce por qué estos receptores poseen más de una copia de 

motivos ITAM. Para explicar este fenómeno se han postulado tres modelos. El primero, 

conocido como modelo cuantitativo se basa en que la multiplicidad de los ITAMs les 

confiere amplificación de la señal: un mayor número de ITAM fosforilados es capaz de 

atraer al receptor un mayor número de proteínas al sitio de activación. El segundo, 

conocido como modelo cualitativo propone que los distintos ITAM poseen la capacidad de 

discriminación de la señal: los ITAM de las diferentes cadenas del CD3 son capaces de 

reclutar moléculas específicamente o con diferente afinidad, lo cual deriva en la activación 

diferencial de cascadas de señalización. Esta hipótesis se basa en que aunque la 

secuencia de los ITAM es muy conservada, no es idéntica entre los ITAM de las 

diferentes cadenas del CD3. Esto podría indicar que los diferentes ITAM pueden reclutar 

las mismas de moléculas pero con diferentes grados de afinidad (Pitcher y van Oers, 

2003).  

 

El modelo cuantitativo postula que los 10 ITAMs que conforman el complejo CD3 son 

equivalentes. En el caso de la selección positiva, si la afinidad del TCR-MHC es 

intermedia, los timocitos sobreviven el proceso de selección. En este caso, la multiplicidad 

de los ITAM permite la amplificación de la señal de baja avidez (ante péptidos propios) 
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para favorecer la selección positiva de los timocitos. Esto se propuso a partir de la 

observación de que los timocitos de ratones deficientes de CD3 poseen una baja 

expresión del TCR (Malissen et al., 1993) y pocos de ellos son capaces de completar el 

proceso de maduración y salir a periferia, lo cual indica una baja selección positiva. 

Asimismo, los linfocitos T que se encuentran en periferia en estos ratones poseen un 

fenotipo autoreactivo, lo cual indica que la selección negativa también se ve afectada por 

la deficiencia de los ITAM de CD3δ (Lin et al., 1997). En modelos en los que se 

reconstituyen ratones deficientes de CD3 con proteínas recombinantes que poseen 0, 1, 

2 ó 3 ITAM, se observa una correlación entre la eficiencia de la selección positiva y 

negativa con el número de ITAM de  (Shores et al., 1994, 1997a, 1997b). Trabajos 

similares con ratones deficientes de otros componentes del CD3 no han corroborado 

estos datos, quizá debido a que la ausencia de CD3,  y/ó  afecta el ensamblaje del 

TCR, por lo que su expresión en membrana es baja o nula. Por otro lado, se ha 

observado que los ligandos de alta afinidad inducen la fosforilación completa de la 

molécula CD3δ, conocida como p23, mientras que los ligandos de baja afinidad inducen la 

formación de una especie menos fosforilada llamada p21. Sin embargo, no se ha 

encontrado correlación entre p21 y p23 con selección positiva o negativa 

respectivamente. Sin embargo, durante la selección negativa se encuentra un mayor 

número de formas p21 y p23 que en la positiva (Lucas et al., 1999).  

 

Se ha propuesto un tercer modelo conocido como modelo cinético de activación. En él se 

postula que una alta avidez del TCR por su ligando se ve reflejada en un tiempo más 

prolongado de interacción, lo cual a su vez da paso a una mayor activación de proteínas 

río abajo del TCR. La magnitud de la activación de proteínas río abajo del TCR podría ser 

un mecanismo a través del cual la célula distingue ligandos de alta y baja avidez (Mc 
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Keithan, 1995; Rabinowitz et al., 1996). Los ligandos de alta avidez pueden activar 

eventos tardíos de señalización los cuales median la selección negativa, como la 

activación de JNK y p38. En este caso, el número de ITAM fosforilados puede ser 

regulado por el tiempo de interacción entre el TCR y su ligando, incluso si los ITAM unen 

las mismas moléculas efectoras con afinidad similar, así como variar la proporción entre 

ITAM mono y di-fosforilados (Love y Shores, 2000).   

 

Por otro lado, se ha observado que varias de las proteínas de la cascada de señalización 

del TCR se prenden diferencialmente durante los procesos de selección, como por 

ejemplo, miembros de la cascada de las MAP cinasas (Rincón et al., 1998; Sugawara et 

al., 1998). El grupo de Isakov y colaboradores demostraron, a través de ensayos de 

afinidad, que la unión de Zap70 a los ITAM posee una jerarquía: 1  2 >   3 (Isakov et 

al., 1995). Por otro lado se observó que el ITAM 3 une a la proteína SHC, pero no así el 

de CD3 (Ravichandran et al., 1993), que PI3K une específicamente a 1 (Exhy et al., 

1994) y que 3 tiene capacidad de unión a actina (Rodzial et al., 1995).  

 

Como ya se mencionó, la deleción de los diferentes componentes del CD3 resulta en un 

bloqueo en el desarrollo de los timocitos en diferentes estadios de maduración. De 

acuerdo con el modelo cuantitativo, se esperaría que la deficiencia de CD3 ó γ no 

provocara deficiencias en la señalización del complejo ya que la ausencia de su único 

ITAM podría ser suplida por los ITAM de CD3δ. Sin embargo, este no es el caso, dado 

que se ha observado que la deficiencia de CD3 ó γ ocasiona un arresto en el estadio DN 

(Pitcher y van Oers, 2003). Más aún, las células deficientes de CD3δ logran pasar el 

proceso de selección beta, pero se quedan arrestadas en el estadio DP, no siendo 

capaces de pasar el proceso de selección positiva (Starr et al., 2003). Esta evidencia 



39 
 

apunta a que es probable que las cadenas del CD3 tengan funciones diferentes durante el 

desarrollo de los timocitos, por lo tanto, los ITAM de las cadenas no son equivalentes.  

 

La deficiencia del motivo de unión a la cadena α del TCR de CD3 ocasiona un bloqueo 

en la selección positiva pero no afecta la selección negativa (Werlen et al., 2000). Por lo 

tanto, es posible que la activación que da paso a la selección positiva esté relacionada a 

la cadena CD3. Asimismo, la selección positiva se ve afectada por la ausencia de CD3γ 

(Haks et al., 2002).        

 

Debido a que el estudio de ratones deficientes de los componentes de CD3 en muchas 

ocasiones no permite la localización del CD3 en la superficie, el grupo de Holst y 

colaboradores crearon un sistema en el cual insertaron cadenas de CD3 con ITAMs 

mutantes que poseen fenilalanina en sustitución de las tirosinas fosforilables (Holst et al., 

2008). Este grupo encontró que los ratones que desarrollan autoinmunidad son aquellos 

que poseen menos de 7 ITAMS en total. Este hallazgo apoya la teoría de que la 

multiplicidad de los ITAM es necesaria para el funcionamiento adecuado de los timocitos. 

Los ratones que presentan autoinmunidad son invariablemente aquellos que tienen 

mutaciones en los primeros dos ITAM de δ (δa y δb), aunque posean el resto de los ITAM 

intactos. Los ratones que poseen 6 ITAM provenientes de las cadenas δ no presentan 

autoinmunidad, así como aquellos que poseen los ITAM de , γ,  y δb. Esta evidencia en 

conjunto podría sugerir que al menos la presencia de δb es importante para evitar el 

desarrollo de autoinmunidad. Asimismo, contrario a lo que se esperaría los ratones que 

poseen ningún ó solamente 1 ITAM, proveniente de γ ó , no desarrollan autoinmunidad. 

En conclusión, aunque al parecer existe un rango de ITAM necesarios para evitar 

autoinmunidad, el papel de cada una de las cadenas del CD3 en este proceso también 
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podría tener un papel cualitativo, aunque aún queda por investigar si la diferencia es la 

sutil diferencia en secuencia o la localización de los ITAM.   

 

Posteriormente, Holst y colaboradores observaron que el proceso de selección beta 

ocurre de manera eficiente con al menos 2 ITAMs en el complejo CD3 y que los ratones 

que presentan autoinmunidad también poseen células que escapan a la selección 

negativa. Esta observación se atribuyó a que al tener un número bajo de ITAMs, los 

timocitos con fenotipo autoreactivo son capaces de salir a periferia (Holst et al., 2008). 

 

2.3. Sistema de dimerización químico 

 

Los sistemas de dimerización químicos han sido utilizados ampliamente para disecar la 

participación de diversas moléculas en procesos de interés. El sistema de dimerización 

químico utilizado en este trabajo se basa en la activación condicional de las moléculas por 

medio de su unión a una o más copias de la inmunofilina FKBP-12, la cual puede ser 

dimerizada por medio de drogas como AP20187. Este sistema ha sido previamente 

utilizado para el estudio de receptores que regulan crecimiento celular (Spencer et al., 

1993), diferenciación (Spencer et al., 1996) y muerte (Stockwell y Schreiber, 1998); así 

como para identificar la localización de proteínas (Graef et al., 1997; Yasuo y Malhotra, 

2004) y el control de genes (Mootz et al., 2003). Más recientemente, este sistema ha sido 

utilizado para lograr una mejor regulación de la recombinación utilizando el sistema Cre 

(Jullien et al., 2007).  En muchos sistemas biológicos, la iniciación de la respuesta 

funcional es resultado de la dimerización u oligomerización de proteínas. El TCR opera de 

esta misma manera: como resultado de la interacción de las cadenas TCR αβ con su 

ligando, se ocasiona la agregación del receptor y consecuentemente, el acercamiento de 
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las cadenas del CD3 y su posterior activación. Es por ello que este sistema de 

dimerización químico  es útil para observar la consecuencia del entrecruzamiento 

intracitoplásmico de las cadenas que conforman el CD3 (Irving y Weiss, 1991; Letourneur 

y Klausner, 1992). 

 

Este tipo de dimerizadores ha sido utilizado previamente en nuestro laboratorio para medir 

las consecuencias de la activación de la molécula TCR  in vitro e in vivo (Soldevila et al., 

2001). La ventaja de utilizar este sistema radica en que el entrecruzamiento del receptor 

permite disecar la señal regulada a través del mismo de manera específica.  De esta 

manera podemos evaluar la contribución de cada una de las cadenas del complejo CD3 a 

la señal mediada por el TCR, independientemente del receptor endógeno. En este estudio 

se observó que el entrecruzamiento de la cadena  con el dimerizador AP1510 en la línea 

celular Jurkat tiene efectos funcionales en la producción de IL-2, sin embargo no se 

observaron los mismos resultados al entrecruzar individualmente la cadena  en timocitos 

y linfocitos T murinos. Más específicamente, la activación condicional de la cadena  en 

células primarias del ratón transgénico indujo señales parciales de activación (flujos de 

calcio moderados) pero no fue capaz de inducir proliferación o apoptosis de los linfocitos 

T maduros. De igual manera, el análisis del entrecruzamiento de  en timocitos silvestres 

o deficientes para  y Rag, no proporcionó la señal suficiente para inducir la selección , 

positiva o negativa. Los datos obtenidos llevaron a la conclusión de que otros 

componentes del complejo TCR-CD3 y/o los co-receptores eran requeridos para 

completar las señales que permiten la diferenciación del linfocito T. 

 

A partir de estos resultados se realizó la construcción de receptores quiméricos para 

CD3 y CD4, con los cuales se puede inducir homo y heterodimerización de receptores. A 
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diferencia del sistema de dimerización utilizado para el estudio de la cadena , se 

diseñaron nuevas quimeras donde el motivo de unión de la droga AP20187, se une 

específicamente a un FKBP-12 mutante, mejorando la efectividad de la droga in vitro así 

como in vivo (Freeman et al., 2003). En este trabajo se estudiarán las consecuencias de 

la activación específica de estas moléculas en linfocitos T inmaduros en estado DP, 

empleando proteínas recombinantes para CD3 y CD4 unidas a varios módulos de FKBP-

12 mutante (Figura 5), para permitir un distinto grado de entrecruzamiento.

Figura 5. Estructura de las proteínas recombinantes utilizadas.
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3. Justificación 

 

Es importante comprender el papel de la señalización de los complejos pre-TCR y TCR 

durante los diversos estadios de maduración, ya que todavía se desconoce el mecanismo 

por el cual la transducción de señales a través de un mismo TCR/CD3 puede inducir 

respuestas funcionales tan distintas. 

 

Se postula que la discriminación de la señal se da a través de la integración de las 

señales aportadas por cada componente de dichos complejos. Sin embargo, a la fecha 

todavía es materia de debate cuál es la contribución específica de cada ITAM en las 

cadenas del CD3. Más aún, el papel de las cadenas del CD3 no ha sido aún analizado 

durante el proceso de elección de linaje, en el cual además subsiste el debate de si el 

papel de los co-receptores es modular la señalización inducida a través del TCR ó tener 

un papel instructor. A este respecto, puesto que la cadena CD3 contiene un único ITAM, 

es probable que su activación condicional (independiente del resto del TCR-CD3) induzca 

una señal de baja avidez que resulte en la elección del linaje CD8.  Por otro lado, la 

activación condicional de CD4 podría activar vías de señalización que favorecieran el 

linaje CD4, pues su porción citoplásmica posee asociación constitutiva a Lck.  

 

De esta manera, el estudio de las señales inducidas específicamente a través de CD3 y 

CD4 es relevante para disecar la participación específica de cada componente en la 

señalización conjunta del complejo TCR-CD3 y co-receptores durante los procesos 

normales de desarrollo. Asimismo, esta información ayudará a entender cómo las 

alteraciones de estos componentes podrían llevar a la pérdida de la tolerancia central. 
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4. Hipótesis 

 

La activación independiente a través CD3 o CD4 activa vías de señalización distintas que 

afectarán diferencialmente el proceso de diferenciación de los timocitos: la activación de 

CD3 favorecerá la generación de CD8 SP y la activación de CD4 promoverá la 

generación de timocitos CD4 SP. 

 

5. Objetivos 

 

 Evaluar las vías de señalización reguladas a través del la activación individual de 

CD3 y CD4.  

 Estudiar el papel de CD3 y CD4 en la elección del linaje CD4 vs CD8 a partir de 

timocitos DP.  

 

5.1. Objetivos particulares 

 

 Evaluar la consecuencia funcional de la activación de CD3 y CD4 a través de la 

fosforilación de Zap-70, Erk 1/2  y flujo de calcio. 

 Caracterizar el desarrollo de timocitos fetales en el sistema de desarrollo in vitro 

OP9-DL1. 

 Evaluar el efecto del entrecruzamiento específico de CD3 y CD4 en timocitos 

dobles positivos desarrollados in vitro a través de la medición  del porcentaje de 

células en los estadios doble positivo, doble negativo y simples positivas. 
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6. Metodología 
 

6.1. Líneas celulares y medios 

 

La línea celular utilizada para la expresión de proteínas recombinantes fue el  

timoma murino EL4. Estas células fueron mantenidas en cultivo en medio RPMI 

1640 (Gibco) complementado con suero fetal bovino al 10% (Gibco), 

estreptomicina 100µg/mL, penicilina 100U/mL (Gibco), y HEPES 12.5mM (Gibco).  

 

El medio de electroporación utilizado consiste en RPMI 1640 (Gibco) 

complementado con estreptomicina 100µg/mL, penicilina 100U/mL (Gibco), y 

HEPES 12.5mM (Gibco).  

 

La selección de células de expresión de los vectores se realizó en medio RPMI 

1640 (Gibco) complementado con suero fetal bovino al 10% (Gibco), 

estreptomicina 100µg/mL, penicilina 100U/mL (Gibco), HEPES 12.5mM (Gibco) y 

30mg/ml de geneticina. 

 

Finalmente, la estimulación de las células se realizó en un medio que permitiera la 

disminución de la fosforilación basal de las células. Para ello se utilizó medio RPMI 

1640 (Gibco) complementado con suero fetal bovino al 0.2% (Gibco), 

estreptomicina 100µg/mL, penicilina 100U/mL (Gibco) y HEPES 12.5mM (Gibco). 

 

La creación de sobrenadantes virales fue realizada en la línea celular derivada de 

células humanas de riñón embrionario HEK 293 y línea celular derivada de 

fibroblastos 3T3, fue utilizada para medir la eficiencia de infección de 

sobrenadantes. Ambas líneas celulares se cultivaron utilizando el medio DMEM 

(Invitrogen) complementado con suero fetal bovino al 10% (Gibco), glutamina 
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2mM, estreptomicina 100µg/mL, penicilina 100U/mL (Gibco), y HEPES 12.5mM 

(Gibco).  

 

Finalmente, la línea celular derivada de médula ósea OP9-DL1 fue cultivada en 

medio AlfaMEM (Gibco) complementado con suero fetal bovino al 20% (Gibco), 

estreptomicina 100µg/mL, penicilina 100U/mL (Gibco), y HEPES 12.5mM (Gibco).   

 

Los co-cultivos celulares de OP9-DL1 y timocitos fueron realizados con medio 

AlfaMEM (Gibco) complementado con suero fetal bovino al 10% (Gibco), 

estreptomicina 100µg/mL, penicilina 100U/mL (Gibco), HEPES 12.5mM (Gibco) y 

las citocinas IL-7 1ng/mL y Flt3L 5µg/mL.     

  

6.2. Tinción de marcadores extracelulares 

 

Para observar la expresión de diferentes proteínas de membrana, se utilizó la 

citometría de flujo. A un pellet celular de 1x106 células se le adicionó una 

suspensión de anticuerpos directamente marcados ó biotinilados en 30µL de 

buffer de FACS (PBS 2%SFB 0.02% Azida de sodio). Las suspensiones celulares 

fueron incubadas 30 min a 4ºC durante 30 min. Las células fueron lavadas con 

200µL de buffer de FACS y en caso de tener anticuerpos primarios biotinilados, 

fueron incubadas con 30µL de una suspensión de streptavidina marcada con 

fluorocromo en buffer de FACS durante 30 min a 4ºC. La fluorescencia de las 

células fue medida utilizando el equipo FACS Calibur (BD) y analizada utilizando el 

programa CellQuest (BD). 

 

Los anticuerpos utilizados fueron: anti-CD4 APC (1/300 v/v) (Pharmingen), anti-

CD8 CyChrome (1/300 v/v) (Pharmingen), anti-CD25 FITC (1/100 v/v) 

(Pharmingen), anti-CD44 PE (1/200 v/v) (Pharmingen), anti-CD69 biotinilado 

(1/200 v/v) (Pharmingen), anti-CD28 biotinilado (1/200 v/v) (Pharmingen), anti-CD2 

humano biotinilado (1/600 v/v) (TS2.18 purificado de ascitis), anti-sca1 PE (1/100 
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v/v) (Pharmingen), anti-ckit biotinilado (1/200 v/v) (Pharmingen), anti-B220 FITC 

(1/600 v/v) (Pharmingen), anti-CD28 biotinilado (1/200 v/v) (Pharmingen), anti-

TCRβ biotinilado (1/200 v/v) (Pharmingen), anti-CD3 FITC (1/100 v/v) (BD), 

streptavidina PE (1/600 v/v) (Pharmingen) y streptavidina CyChrome (1/600 v/v) 

(Pharmingen). 

   

6.3. Obtención de transfectantes de alta expresión de CD4 

y CD3 quiméricas 

 

Los vectores de expresión en eucariotas PBJ5 modificados fueron clonados 

previamente en el laboratorio con los genes de las quimeras de CD2h-CD4-FKBP-

12x2 y CD2h-CD3épsilon-FKBP-12x3. Para expresar las quimeras en células 

eucariotas de manera estable, los plásmidos fueron linearizados utilizando las 

enzimas de restricción EcoRI y CLAI, respectivamente. El timoma murino EL4 fue 

electroporado con estos plásmidos linearizados utilizando el electroporador BTX 

modelo ECM630 a 960µF, 125 ohms y 240mV, en 300µL de medio de 

electroporación. Las transfectantes fueron crecidas en medio de selección durante 

un par de semanas. Posteriormente, las clonas de alta expresión fueron 

identificadas por medio de citometría de flujo utilizando un anticuerpo anti-CD2 

humano unido a biotina (1/600 v/v), generado en el laboratorio y streptavidina 

conjugada a ficoeritrina (1/600 v/v) (streptavidin-PE, BD).  

 

Las células de alta expresión fueron separadas por medio de citometría de flujo  

utilizando el equipo FACS Aria (Becton Dickinson) y el programa FACS Diva (BD) 

clonadas por medio de dilución clonal a 1.5 células/mL. Una clona de alta 

expresión para cada una de las quimeras fue seleccionada para realizar los 

ensayos posteriores de fosforilación y flujo de calcio. Estas clonas se crecieron en 

medio de selección durante el resto del tiempo.  
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6.4. Identificación de CD3 FKBP-12 x 3 y CD4 FKBP-12 x 2 

a través de Inmunoprecipitación y Western Blot 

 

Para identificar y caracterizar las proteínas quiméricas se utilizaron varias 

combinaciones de anticuerpos para inmunoprecipitación y western blot. Los 

anticuerpos utilizados fueron puros: anti-HA (producido en el laboratorio), anti-HA-

TAG (GIBCO), anti-FKBP12 (Affinity BioReagents), anti-CD4 (reconoce la porción 

intracelular) (Santa cruz biotechnology), anti-CD2 humano (producido en el 

laboratorio) y anti-CD3 (reconoce la porción intracelular) (Santa cruz 

biotechnology). Se tomaron lisados totales de 10x106 células y se incubaron con 

3g de anticuerpo por 1 hora a 4°C en agitación leve. Posteriormente se incubaron 

toda la noche a 4°C con 30 L de proteína G (Gibco) lavada con buffer de lisis y 

diluída 1:5. 

 

El sobrenadante fue descartado y la proteína G lavada tres veces con 300µL de 

buffer de lisis frío y fresco. Al pellet de proteína G se le agregaron 30µL de buffer 

de lisis y 30µL de buffer de carga, de los cuales se cargaron 60µL en un gel al 8% 

de poliacrilamida de 12.4 x 14cm a 150 volts. Las proteínas fueron transferidas a 

una membrana de PVDF (Gibco) en una cámara de transferencia semi-seca 

(Hoever) a 10 volts constantes durante una hora. Las membranas fueron 

bloqueadas con TS 0.02% de tween y 5% de leche durante toda la noche a 4ºC. 

Los western blots fueron realizados con 1µg/mL de anticuerpo puro diluído en TS-

tween con 1% de leche. Se colocó el anticuerpo primario durante 2 horas a 

temperatura ambiente en agitación. Se lavó 3 veces con TS tween y se colocó el 

anticuerpo secundario unido a HRP (anti-mouse HRP ó anti-rabbit HRP de 

Amersham) diluído en TS tween con 1% leche, durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. Las membranas se lavaron 3 veces con TS tween y se revelaron con el 

reactivo de quimioluminiscecia (Pierce).  
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6.5.   Flujos de Calcio 

 

Los colorantes FuraRed (Molecular Probes) y Fluo3 (Molecular Probes) fueron 

resuspendidos en 50µL de DMSO (Sigma). Posteriormente, se tomaron 50µL de 

Fura Red y 30µL de Fluo3 y se resuspendieron en 5mL de RPMI al 2% de SFB 

con 5mg/mL de ácido plurónico (Molecular probes). Cinco millones de células de 

cada una de las clonas y la línea celular sin transfectar se colocaron en 1mL de la 

mezcla de colorantes y se incubaron 45min a 37ºC en agitación leve.  Las células 

se lavaron tres veces con RPMI al 2% de SFB (Gibco) y se resuspendieron en 

RPMI sin SFB para incubarlos 45 minutos a temperatura ambiente en agitación 

leve. Las células se lavaron tres veces con RPMI sin SFB, se resuspendieron en 1 

mL de RPMI 0% y se guardaron en hielo en oscuridad.  

 

Se tomaron 200µL de la suspensión celular y se llevaron a  1mL con RPMI sin 

SFB en un tubo de FACS (BD falcon). Se pasó esta suspensión por el FACS Can 

(Becton Dikingson) para grabar el basal. Posteriormente, se retiró el tubo sin parar 

la captura para adicionar los estímulos y se prosiguió con la captura para un total 

de 8 minutos. Las muestras se capturaron aproximadamente 3 minutos y sin 

interrumpir la captura, se retiró el tubo y se agregaron los estímulos. Los datos de 

la captura fueron transformados por medio del programa FACS Assistant para 

realizar gráficas de Fluo3/FuraRed contra tiempo (Microsoft Excel). El aumento en 

la pendiente de las gráficas representa el flujo de calcio en el interior de las células 

como respuesta a los estímulos colocados.  

 

Los estímulos utilizados fueron: anti-CD3biotinilado (clona 2c11 BD) ó anti-CD2h 

biotinilado (TS2.18), seguido de streptavidina pura (Pierce) (a concentraciones 

entre 5 y 10µg/mL); ionomicina 0.1µg/mL (Sigma) y AP20187 1 y 0.1µM (Ariad 

Pharmaceuticals).  
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6.6. Ensayos de fosforilación intracelular por citometría de 

flujo 

 

Se resuspendieron dos millones de células en 100µL de medio con estímulo y se 

colocaron a 37ºC durante periodos de 1 a 10min. La reacción se paró con 300µL 

de buffer Lyse-Fix (BD Phosphoflow) y se incubó 10min a 37ºC en oscuridad. 

Posteriormente, las células fueron lisadas con el buffer Perm-fix (BD Phosphoflow) 

durante 20 min a 4ºC en oscuridad. En seguida, se adicionó el anticuerpo que 

reconoce específicamente la tirosina fosforilada de Zap-70 (BD) ó Erk1/2 (BD) 

(directamente acoplados al fluorocromo ALEXA). Las muestras fueron capturadas 

en el citómetro de flujo FACS Calibur (Becton Dickinson) y analizadas por medio 

del programa Flowjo (Tristar Inc.).  

 

 Los estímulos utilizados fueron: anti-CD3biotinilado ó anti-CD2h biotinilado, 

seguido de streptavidina pura (a concentraciones entre 5 y 10µg/mL); pervanadato 

(Sigma) y AP20187 (1 y 0.1µM).  

 

6.7. Obtención de sobrenadantes virales 

 

Los vectores de expresión en eucariotes MIG, clonados previamente en el 

laboratorio con los genes de CD3 FKBP-12 x 3 y CD4 FKBP-12 x 2  fueron 

empaquetados en retrovirus en la línea celular de riñón HEK 293T, por medio de 

su co-transfección con el plásmido pcl-eco, que proporciona las proteínas virales. 

La transfección fue realizada a través de precipitación con cloruro de calcio. La 

línea celular HEK 293T se conservó en medio DMEM 10% SFB durante 48h 

posteriores a la transfección, tiempo al cual fueron colectados los sobrenadantes. 

Para corroborar la eficiencia de infección de los sobrenadantes colectados se 

infectó la línea celular 3T3. En una placa de 24 pozos se colocaron 80000 células 

3T3 en medio DMEM al 10% SFB. Al día siguiente se le adicionó al pozo 1mL de 

medio, 1mL de sobrenadante viral y 8µg/mL de polibren (Sigma). La placa se 
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centrifuga a 2800rpm durante 90 minutos a 25ºC. Después de 24 horas en cultivo 

a 37ºC se despegan las células y se observan al microscopio de fluorescencia ó 

se pasan por el FACS Calibur para medir el número de células que expresan la 

proteína verde flourescente (GFP).   

 

6.8. Infección retroviral de timocitos fetales y co-cultivo con 

la línea celular OP9-DL1 

 

Los timocitos fetales se obtienen de fetos de ratón de 14 días de gestación, 

obtenidos de ratonas de la cepa CD1. Los timos se disgregan en un tubo 

ependorff con 1mL de DMEM al 10% SFB por medio de un émbolo y las células se 

pasan por una malla para separar los timocitos del estroma. Las células se lavan 

tres veces en DMEM 10% SFB en esterilidad. Un millón de timocitos se colocan en 

placas de 24 pozos con 1mL de RPMI 10%SFB, 1mL de sobrenadante retroviral 

(frescos o conservados a -80°C) y 5µg/mL de polibren. La placa se centrifuga a 

1400 rpm a 25°C por 1 hora. Posteriormente, la placa se incuba 2 horas a 37°C. Al 

término de la incubación, las células se retiran y se resuspenden en medio fresco.  

 

La línea celular OP9-DL1 se siembra en placas de 6 pozos a una concentración de 

100,000 células por pozo el día anterior, en medio AlfaMEM al 20% SFB. Antes de 

sembrar los timocitos, se retira el medio y se reemplaza con 2mL de medio alfa-

MEM al 10% SFB complementado con 7ng/mL de IL-7 y 5µg/mL de Flt-3L.   

 

Los timocitos de adicionan al cultivo de OP9-DL1 suplementado con citocinas a 

una concentración de 200,000 células por pozo. El cultivo se mantiene a 37ºC y el 

medio se refresca cada 3 días retirando el medio anterior por succión de manera 

cuidadosa.  

 

Para observar el estadio de desarrollo de las células, cada día de co-cultivo se 

retiran los timocitos a través de pipeteo fuerte y se tiñen con los anticuerpos: anti-
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CD2h (TS2.18), anti-CD4 APC (BD) y anti-CD8 CyChrome (BD). Una vez que se 

obtuvo el tiempo óptimo de desarrollo de células en estadio DP, se adicionó al 

cultivo AP20187 (0.1µM) en un rango de 24 a 48 horas. Los timocitos tratados 

también fueron retirados al término de su incubación con AP20187 y teñidos con 

los marcadores mencionados. La fluorescencia de las células fue medida en el 

equipo FACS Calibur (BD) y analizada con el programa Flowjo (Tristar Inc.). 
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7. Resultados 
 

7.1. Evaluación funcional del entrecruzamiento de CD4 

2FKBP-12 ó CD3 3FKBP-12 

 

7.1.1. Elaboración de transfecciones estables de las 

quimeras CD2 CD3 FKBP-12 x 3 y CD2 CD4 FKBP-12 x 2 

en la línea celular EL4.  

 

Para generar transfectantes estables se utilizaron vectores de expresión para células  

eucariotas (PBj5 modificados) construidos previamente en el laboratorio conteniendo las 

secuencias que codifican las proteínas recombinantes CD2  CD3 FKBP-12 x 3 y CD2 

CD4 FKBP-12 x 2. Dichos vectores fueron digeridos con las enzimas Eco RI, Not 1 y Cla 1 

para corroborar su integridad (Figura 6).  

 

Como se observa en la Figura 6, el inserto que codifica para CD2 CD3 FKBP-12 x 3 

puede ser cortado tanto con Eco RI como la combinación Not1-EcoRI, mientras que para 

cortar CD2 CD4 FKBP-12 x 2 se necesita la combinación de las enzimas Not1-Eco RI. Al 

corroborar que el inserto de CD2 CD3 FKBP-12 x 3 tiene el peso molecular esperado de 

2KB y CD2 CD4 FKBP-12 x 2 tiene un peso de alrededor de 1.3KB, se prosiguió a la 

linearización de ambos plásmidos con Cla1 y Eco RI respectivamente (Figura 1), para 

favorecer la integración de los mismos al genoma de la célula. 
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Figura 6. Digestión de los vectores PBJ-5 con diferentes enzimas de restricción. Las flechas 

señalan los carriles con el plásmido linearizado utilizado para la transfección de las células EL4. 

Los insertos de CD2 CD4 FKBP-12 x 2 y CD2 CD3 FKBP-12 x 3 escindidos del plásmido 

corresponden al peso molecular esperado.

La línea celular de timoma murino EL4 fue transfectada con 10g de plásmido linearizado 

para la generación de transfectantes estables. Las clonas que incorporaron el plásmido 

fueron seleccionadas por medio de su resistencia a geneticina (600g/mL). A la semana 

de cultivo, las células fueron teñidas con anti-CD2 humano biotinilado (el cual reconoce 

específicamente la porción extracelular de las proteínas quiméricas) y estreptavidina-PE 

para analizar la expresión de las quimeras por medio de citometría de flujo.  Los 

histogramas de intensidad media de fluorescencia (Figura 7A) muestran el control 

negativo, correspondiente a células no transfectadas, teñidas con anti-CD2bn y 

estreptavidina-PE en negro y el histograma correspondiente a las células transfectadas 

sobrepuesto en rojo ó verde, según el caso. Como se puede observar, sólo un pequeño 

porcentaje de células muestra tinción positiva (menor al 1%) en ambos casos.
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Figura 7. Separación de las células con alta expresión de CD2 humano por citometría de flujo. (A) 

Transfección de la línea celular EL4. Las células separadas fueron tomadas de la región marcada. 

(B) Tinción de CD2 humano en las células separadas.  

Dado que estos eventos constituyen un porcentaje muy pequeño de la población, se 

prosiguió a enriquecer estas células por medio de separación por citometría de flujo 

(sorting). Para este propósito se tiñeron las células en condiciones de esterilidad con anti-

hCD2 biotina y streptavidina-PE. Mediante la utilización  del citómetro  FACS Aria (Becton 

& Dickinson), se seleccionó la región mostrada en la Figura 7A para la separación. De la 

separación se obtuvo un número bajo de eventos con alta expresión de CD2 humano: 

15,000 para las transfectantes de CD2 CD3FKBP-12 x 3  y 20,000 para CD2 CD4 FKBP-

12 x 2. Estas células fueron nuevamente teñidas para corroborar el enriquecimiento de las 

transfectantes positivas hCD2 (Figura 7B). 

Posteriormente, se prosiguió a clonar estas células por dilución límite a 1.6 células/mL 

(calculando 0.3 células por pozo en placa de 96 pozos). Las células transfectadas con alta 
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expresión de cada quimera se denominarán EL4-CD3 y EL4-CD4. El criterio utilizado en 

la elección de las clonas de alta expresión fue la intensidad media de fluorescencia de 

hCD2. Se obtuvieron 19 clonas de EL4-CD3 y 31 clonas de EL4-CD4. Las clonas 

seleccionadas para realizar los experimentos posteriores se muestran en la Figura 8.

Figura 8. Clonas con alta expresión de CD2 humano. Las células EL4 parentales no expresan CD2 

humano mientras que las clonas EL4-CD3 y EL4-CD4 poseen una alta expresión de CD2.

Para identificar las moléculas CD2 CD3 FKBP-12 x 3 y CD2 CD4 FKBP-12 x 2  en las 

clonas de alta expresión a través de western blot, se realizaron ensayos de 

inmunoprecipitación y western blot con las siguientes combinaciones de anticuerpos: anti-

hCD2, anti-FKBP-12, anti-HA, anti-HA TAG, anti-CD4 (porción intracelular) y anti-CD3

(porción intracelular). A través de la inmunoprecipitación con anti-CD3 y western blot con 

anti-FKBP-12 se identificó la a la proteína CD2 CD3 FKBP-12 x 3 (Figura 9). Sin 

embargo, no fue posible encontrar la combinación adecuada para corroborar la expresión 

de CD2 CD4 FKBP-12 x 2 mediante inmunoprecipitación y western blot. La proteína 

codificada por la quimera CD2 CD3 FKBP-12 x 3 tiene un peso superior a 63KDa, lo cual 

es aproximado al peso esperado de la molécula. La identificación de  CD2 CD3 FKBP-12

x 3 por medio de western blot no sólo permite identificar el peso molecular de la proteína, 
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sino que también pone de manifiesto la integridad de la misma, ya que está siendo 

identificada por dos anticuerpos diferentes (CD3 para IP y FKBP-12 para WB). 

Figura 9. Identificación de CD3 FKBP-12 x 3. La proteína recombinante fue identificada de lisados 

de la clona de alta expresión por medio de su inmunoprecipitación con anti-CD3 , seguido de 

western blot con anti-FKBP12. Los lisados fueron obtenidos a partir de alicuotas de 10x10
6

células 

de cada línea celular. 

Finalmente, para investigar si la transfección de las proteínas quiméricas pudiera haber 

ocasionado alteraciones en el fenotipo de la línea celular parental, se realizó la 

caracterización de distintos marcadores de superficie en las clonas estables incluyendo: 

CD3, TCRβ, CD28, CD69, CD44, CD25, CD4 y CD8 (Figura 10).

De manera importante, se observa que la transfección no provocó una gran alteración en 

el fenotipo de la línea celular. La línea celular EL4 es un timoma caracterizado por su 

expresión del pre-TCR así como CD3 en superficie.  En cuanto a los marcadores de 

superficie característicos de las poblaciones DN, la línea EL4 mostró ser CD44+ y CD25-.
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Figura 10. Marcadores de las líneas celulares EL4, EL4-CD3 y EL4-CD4. La expresión de los 

marcadores de superficie que caracterizan a la línea celular EL4 fueron medidos por citometría de 

flujo para observar su alteración resultado de la transfección de las proteínas quiméricas. 
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Aunque este fenotipo es semejante al de timocitos en estadio DN1, se considera que su 

estadio es DN3 debido a la expresión del pre-TCR. En la Figura 10 se observa que CD44, 

CD25, CD4 y CD8 no se han alterado como resultado de la transfección. Asimismo, los 

marcadores de las células transfectadas CD3 y TCR son de menor expresión mientras 

que CD69 se ve aumentado. Dado que estas células son líneas celulares transformadas, 

es difícil especular cuál sea el significado biológico del aumento del marcador CD69, el 

cual es un marcador de activación de linfocitos T en periferia. Por otro lado, las clonas 

estables muestran una disminución del receptor TCRβ en la membrana, lo cual 

correlaciona con la disminución del complejo CD3 como resultado de la transfección. 

 

7.1.2. Análisis de los Flujos de Calcio inducidos por el 

entrecruzamiento de los receptores quiméricos. 

 

Como se ha mencionado antes, una de las consecuencias de la activación a través del 

receptor de linfocitos T es la liberación de calcio al citoplasma y es un parámetro que 

permite relacionar el entrecruzamiento de las proteínas recombinantes con una respuesta 

funcional  temprana de las células. Para medir el flujo de calcio del retículo al citoplasma 

utilizamos citometría de flujo. Para ilustrar el procedimiento, se muestran los resultados 

obtenidos en la línea celular Jurkat, la cual induce flujo de calcio en respuesta al estímulo 

con anti-CD3 humano (Figura 11b). En estado basal de la célula, la fluorescencia de los 

colorantes se mantiene constante en el tiempo, lo cual se observa como una línea recta 

en una gráfica de Fluo3/Fura Red vs. tiempo (Figura 11a). Al adicionar ionomicina al tubo, 

el cual es un ionóforo, incrementa la concentración de calcio en el citoplasma. Este flujo 
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altera la fluorescencia de los colorantes y la relación FL1/FL3 se incrementa, lo cual se 

evidencia como un flujo de calcio en la gráfica (Figura 11a).
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El calcio medido en la línea celular Jurkat (Figura 11b) tras el estímulo con anti-hCD3 

muestra un pico inicial (que corresponde a la salida de Ca2+ de las cisternas del retículo 

endoplásmico) el cual disminuye y se sostiene unos segundos indicando la entrada de 

calcio extracelular. Este flujo es muy inferior al inducido con ionomicina, que al inducir 

poros en la membrana refleja el máximo de calcio que se incorpora a la célula 

(proveniente del medio) y sirve como evidencia de que la línea celular incorpora los 

fluoróforos Fluo3 y FuraRed sin problema. En el caso de la línea celular EL4, no se logró 

observar flujo de calcio a través de la estimulación de las células con anti-CD3 murino 

(Figura 11b), aunque el control de ionomicina funcionó de la misma manera que en Jurkat 

en todos los experimentos. Esto sugiere que el estímulo a través de CD3 en la línea 

celular EL4 no es capaz de desencadenar una respuesta de flujo de calcio que sea 

observable a través de este método. Este resultado es inesperado debido a un 

antecedente proveniente del grupo de investigación, en el cual se utilizó previamente esta 

línea celular, en el cual sí se observó un flujo de calcio bajo (parecido al observado en la 

línea celular Jurkat), a través del estímulo con anti-CD3 biotinilado y streptavidina pura, 

utilizando el mismo protocolo de tinción, estímulo y medición del flujo de calcio aquí 

descritos (resultados no publicados).  

 

Asimismo, se estimularon las clonas estables EL4-CD3 y EL4-CD4 con anti-CD3, anti-

CD2, AP20187 1M y ionomicina. Estos estímulos tampoco fueron capaces de inducir un 

flujo de calcio detectable por medio de este método (resultados no mostrados). Dado que 

el estímulo a través de CD3 es nuestro control de activación, es posible que se requiera 

un método más sensible para esta detección que nos permita discernir si el 

entrecruzamiento de las quimeras puede inducir o no flujo de calcio. 
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7.1.3.  Fosforilación de Zap-70 

 

La fosforilación de las dos tirosinas que componen los motivos ITAM sirve de sitio de 

anclaje de la cinasa Zap-70. Si el entrecruzamiento de la proteína recombinante CD2 

CD3 FKBP-12 x 3 es capaz de activar la vía de señalización del TCR, como resultado de 

la fosforilación de su ITAM, se podría esperar que uno de los resultados inmediatos del 

entrecruzamiento sea el reclutamiento y la fosforilación de Zap70. La fosforilación de esta 

cinasa fue determinada por medio de citometría de flujo, utilizando un anticuerpo que 

reconoce el epítope fosforilado de Zap-70 directamente acoplado a ALEXA-647. La línea 

celular EL4-CD3 fue estimulada con anti-CD3, anti-hCD2 y AP20187 y posteriormente, 

las células fueron permeabilizadas para permitir la entrada del anticuerpo directamente 

marcado. El aumento en la intensidad media de fluorescencia (corrimiento del histograma 

hacia la derecha) indica un incremento en la fosforilación de esta molécula (Figura 12).  

 

En todas las líneas celulares se observa un incremento de la fosforilación de Zap-70 como 

resultado de la activación de CD3 en comparación con el basal, lo cual indica que las 

células son competentes. Las concentraciones de anti-CD3 y anti-hCD2 de 10g/mL 

utilizadas en los ensayos de activación fueron determinadas como óptimas previamente 

en el laboratorio. Para determinar la concentración de AP20187 se realizaron pruebas con 

las concentraciones 0.1 y 1M de droga, a partir de lo cual se eligió la concentración de 

0.1M como óptima. Posteriormente se realizó un ensayo de activación con diferentes 

tiempos de estímulo: 1, 2, 3, 5 y 10 minutos para anti-CD3, anti-hCD2 y AP20187 0.1M. 

A partir de estos ensayos se determinó que el tiempo de estímulo óptimo para fosforilar 

Zap-70 a través de todos los estímulos es de 3 minutos, por lo que los resultados 

mostrados en la Figura 12  corresponden a las condiciones de estímulo: 3min a 37ºC con 
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10µg/mL de anti-CD3 y anti-hCD2 y 0.1µM de AP20187. Como control de especificidad, 

se utilizó la línea celular EL4 no transfectada, la cual no responde ante al estímulo a

través de hCD2, ni tras la adición de la droga AP20187 (Figura 12). Esto indica que la 

fosforilación de Zap-70 como resultado de la estimulación con anti-hCD2 y AP20187 

0.1M es específica del entrecruzamiento de CD2 CD3 FKBP-12 x 3 ó CD2 CD4 FKBP-

12 x 2 respectivamente.   

Figura 12. Fosforilación de Zap-70. La fosforilación de Zap-70 como respuesta a diferentes 

estímulos fue medida por medio de citometría de flujo tras una tinción intracelular. La intensidad de 

fluorescencia de mide de acuerdo a la fluorescencia media de los histogramas, por lo tanto un 
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mayor número de moléculas fosforiladas se relaciona con una mayor fluorescencia media. Los 

histogramas son representativos de cuatro experimentos. 

 

En la Figura 12 se muestra el valor de T(x), una prueba estadística de chi-cuadrada que 

se calcula utilizando el programa de análisis para citometría de flujo Flowjo. Esta prueba 

compara dos poblaciones y determina si son estadísticamente diferentes. La prueba se 

interpreta de la siguiente forma: una T(x)< 4 significa que dos poblaciones son iguales, 

mientras que una T(x) mayor o igual a 4 refleja que dos poblaciones son estadísticamente 

diferentes a p<0.01 (99% de confianza). Esta prueba permite medir si hay un corrimiento 

de las curvas basal y estímulo. Este parámetro es útil pues pone de manifiesto la 

significancia de un corrimiento muy bajo de las curvas. En el experimento representativo 

mostrado en la Figura 12 se observa que las únicas condiciones que no muestran una 

diferencia significativa entre el basal y el estímulo (T<4) son: anti-hCD2 y AP20187 en la 

línea celular EL4. 

 

Sin embargo, debido a la alta variabilidad encontrada entre los experimentos a diferentes 

días, el análisis de T(x) no es suficiente para interpretar la significancia estadística de la 

fosforilación de Zap-70 (Figura 13A). Es por ello que se realizó una prueba estadística 

adicional T de student. Para homogenizar los datos, se calculó el incremento de la media 

de fluorescencia de cada estímulo con respecto a su basal. A partir de ellos se realizó la 

prueba estadística y se consideraron diferencias significativas entre el basal y el estimulo 

cuando p<0.05 (Figura 13B).  

 

En la línea celular EL4-CD3, se observó que la fosforilación de Zap-70 como resultado 

del entrecruzamiento de CD2 CD3 FKBP-12 x 3 con anti-CD2 y AP20187 es mucho 

menor que el ocasionado a través del CD3, entrecruzado con anti-CD3 (17  y 10% del 
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originado con anti-CD3 respectivamente). Por otro lado, la fosforilación ocasionada con 

AP20187, aunque baja, es significativamente mayor al basal, mientras que la fosforilación 

de Zap70 en respuesta a CD2 no posee significancia estadística (n=4) (Figura 13B). 

 

Por otro lado en la línea celular EL4-CD4, se observó que la fosforilación de Zap-70 al 

entrecruzar CD2 CD4 FKBP-12 x 2 por medio de anti-CD2 y AP20187 es muy bajo (2.6 y 

3.4% con respecto al estímulo de CD3), lo cual se refleja en un corrimiento mínimo de las 

curvas (Figura 12), a excepción de un ensayo (Figura 13B). Esto indica que bajo las 

condiciones utilizadas, no se observa una fosforilación significativa de Zap-70 como 

resultado del entrecruzamiento de CD2 CD4 FKBP-12 x 2. 
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7.1.4.  Fosforilación de Erk1/2 

 

La fosforilación de Erk1/2 es un evento río abajo en la activación del TCR y característico 

de la activación de la cascada de las MAP-cinasas que conduce a la activación de 

factores de transcripción. Como se muestra en la Figura 14, la activación del TCR-CD3 

por medio de anti-CD3 induce la fosforilación de Erk1/2 tanto en la línea celular EL4 como 

en EL4-CD3 y EL4-CD4, aunque  la fosforilación de Erk1/2 en la línea EL4 parental es 

mayor a la de las líneas transfectantes. Sin embargo, como se puede observar en la 

Figura 14, el entrecruzamiento de hCD2 induce una ligera fosforilación en la línea 

parental, lo cual refleja cierta fosforilación inespecífica, dado que la molécula CD2 

humana no está expresada en esta línea. Sin embargo, esta fosforilación es menor que la 

inducida en las líneas estables (Figura 15A). 

 

De manera general, se observa que los estímulos con anti-hCD2 y AP20187 inducen un 

corrimiento en todos los experimentos realizados en las líneas celulares EL4-CD3 y EL4-

CD4 (Figura 15A). Sin embargo, dada la gran variabilidad entre experimentos, el análisis 

estadístico de T de student muestra que el promedio de estos incrementos no es 

significativo con respecto al basal (Figura 15B).   
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Figura 14. Fosforilación de Erk1/2. La fosforilación de las dos isoformas de Erk como respuesta a 

diferentes estímulos fue medida por medio de citometría de flujo tras una tinción intracelular. Figura 

representativa de cuatro experimentos con la misma tendencia.
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7.2. Evaluación fenotípica del entrecruzamiento de CD2 

CD3 FKBP-12 x 3 y CD2 CD4 FKBP-12 x 2 en la elección del 

linaje 

 

7.2.1.  Desarrollo de timocitos en el sistema OP9-DL1 

 

Un objetivo del presente trabajo es investigar si las señales generadas a través de la 

cadena CD3 y/o del co-receptor CD4 son capaces de inducir distintos procesos de 

diferenciación de los timocitos. Recientemente se ha descrito un sistema experimental de 

diferenciación de los timocitos in vitro, desarrollado por Zúñiga-Pflücker y colaboradores 

(Schmitt y Zúñiga-Pflücker, 2006). Este sistema de desarrollo consiste en co-cultivar 

progenitores linfoides con la línea estromal derivada de médula ósea OP9, transfectada 

con el ligando de Notch, Delta1. Se ha demostrado que Delta1 es necesario para el 

compromiso de los progenitores linfoides hacia el linaje de linfocitos T. Este sistema de 

desarrollo ha sido muy bien caracterizado para el desarrollo de linfocitos T a partir de 

médula ósea e hígado fetal. Debido a esto, en este trabajo se intentó reproducir este 

desarrollo in vitro. Sin embargo, dado que existe la posibilidad de que los timocitos en 

estadio DN se desarrollen a DP en un tiempo menor de cultivo, se decidió probar este 

sistema tomando como células iniciales timocitos extraídos de timo fetal de día 14 de 

desarrollo, los cuales se encuentran en estadio DN.  

 

Para validar el desarrollo de progenitores linfoides y timocitos DN en el sistema OP9-DL1 

se llevaron a cabo cinéticas de desarrollo. En el caso de los progenitores derivados de 

médula ósea e hígado fetal sólo se obtuvieron resultados preliminares de desarrollo en los 
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cuales se observó que las células que se desarrollan en la línea celular OP9 transfectada 

con el vector MIG vacío (OP9-MIG) proliferan a días más tempranos que las que se co-

cultivan con OP9-DL1 (resultados no mostrados). El protocolo de desarrollo indica que al 

día 7 de co-cultivo de progenitores  con células OP9-DL1 se pueden encontrar en el 

cultivo timocitos en estadio DN3 (CD44+, CD25-). Sin embargo, en resultados preliminares 

obtenidos a partir de progenitores linfoides no se pudo observar una población claramente 

definida que fuera TCRβ high (marcador utilizado para linaje T). Uno de los problemas con 

los que este sistema cuenta es la supervivencia de las células más allá del día 5 de co-

cultivo, ya que a partir del día 4 comienza a haber muchas células muertas tanto por parte 

de las progenitoras que van en desarrollo, como de las células OP9 que se desprenden 

de la monocapa.  

 

Por otro lado, el desarrollo de timocitos DN co-cultivados con células OP9-DL1 presentó 

varias ventajas sobre el desarrollo de progenitores: la obtención de las células es más 

sencilla y requiere de menor manipulación y los timocitos llegan al estadio DP al cabo de 

dos días de co-cultivo (Figura 16). Los timocitos se pueden desarrollar eficientemente 

hasta el estadio DP e incluso se observó que en el cultivo se pueden generar células 

simples positivas, aunque en un bajo porcentaje (Figura 16). En la Figura 16 se puede 

observar la tinción de los timocitos desarrollados in vitro con los marcadores CD4 y CD8 

para identificar las poblaciones DN (cuadro inferior izquierdo), DP (cuadro superior 

derecho), CD4 SP (cuadro superior izquierdo) y CD8 SP (cuadro inferior derecho). Se 

puede observar que durante los días 2 y 4 de co-cultivo la proporción de células DP no 

varía mucho (Figuras 16 y 17) y a partir del día 5 de co-cultivo se empieza a observar una 

disminución en el número de células vivas en el cultivo y un aumento de células muertas. 

Esto último podría influir en el aumento del porcentaje de células dobles negativas en el 

día 5 de co-cultiuvo (Figura 16) debido a que el tamaño de algunos fragmentos celulares 



72

provenientes de las células OP9-DL1 coincide con el tamaño de los timocitos. Esto fue 

confirmado midiendo células OP9-DL1 control, que fueron cultivadas a la par del co-

cultivo pero sin timocitos (resultados no mostrados).

Figura 16. Desarrollo de timocitos en el sistema de desarrollo OP9-DL1. Los timocitos fueron 

recuperados del co-cultivo con OP9-DL1 y teñidos para los marcadores de superficie CD4 y CD8 

para iodentificar las subpoblaciones DN, DP y SP. Las células extraídas de timo fetal al día 14 de 

desarrollo son capaces de madurar hacia el estadio DP al cabo de dos días de co-cultivo con la 

línea celular OP9-DL1. El porcentaje de DP no se incrementa de manera importante entre los días 

2 y 5.

Debido a que ya se ha corroborado anteriormente en el laboratorio que los timocitos 

fetales se pueden infectar y expresar proteínas recombinantes y que su desarrollo en el 

sistema OP9-DL1 produce células DP en buena proporción, se decidió utilizar este 



73

sistema para observar el resultado fenotípico de la activación de las proteínas 

recombinantes. 

Figura 17. Cinética de desarrollo de timocitos fetales. La mayoría de las células extraídas de timo 

fetal se encuentran en estadio DN. Al estar varios días en cultivo disminuye esta población DN 

mientras que aumenta la población de DP y CD8 SP. Al segundo día de cultivo hay un aumento 

importante de células DP, población que se mantiene constante durante los 3 días de co-cultivo 

posteriores.

7.2.2. Expresión de CD2 CD3 FKBP-12 x3 y CD2 CD4 

FKBP-12 x 2 en timocitos 

Los vectores de expresión en eucariotas MIG que poseen los genes de las proteínas 

quiméricas fueron creados previamente en el laboratorio. Estos vectores fueron utilizados 

para crear sobrenadantes virales por medio de la utilización de la línea celular derivada de 

fibroblastos de riñón 293. El vector de expresión retroviral MIG posee insertada la 
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secuencia de la proteína verde fluorescente (GFP) de manera bicistrónica, por lo que la 

expresión de las proteínas quiméricas se relaciona con la expresión de GFP. Para evaluar 

la eficiencia de la infección se puede medir la intensidad de flourescencia de GFP por 

citometría de flujo (Figura 19A). La línea celular 3T3 se utiliza para este fin debido a que 

es susceptible a la infección por los retrovirus generados. En la Figura 20A se observa 

que la eficiencia de infección de los retrovirus generados fue del 83.72% para CD2 CD3 

FKBP-12 x 3 y 63.5% para CD2 CD4 FKBP-12 x 2, las cuales expresan altos niveles de 

GFP. Estos resultados son representativos de 4 experimentos.  Una vez que se corroboró 

que los plásmidos tienen un alto porcentaje de infección en células 3T3 se procedió a la 

infección de timocitos fetales. Debido a que los timocitos necesitan de un ambiente 

propicio para su supervivencia, los timocitos infectados fueron colocados sobre la 

monocapa de OP9-DL1 después de su infección. Las células OP9-DL1 son a su vez 

transfectantes estables de MIG, por lo cual también expresan la proteína GFP. Esto 

presentó un reto al establecer el porcentaje de infección de los timocitos. La estrategia 

utilizada para el análisis de timocitos fue la exclusión de las células por tamaño.  

 

Las células OP9-DL1 son de mucho mayor tamaño que los timocitos y aparecen hacia la 

izquierda en una gráfica de Forward vs. Side scatter mientras que los timocitos forman 

una población homogénea hacia la derecha (Figura 19B columna izquierda). La gráfica de 

intensidad de fluorescencia de GFP vs. CD2 se hace con los datos de la región de 

timocitos. En esta gráfica se escoge la región que excluye células OP9-DL1 y timocitos sin 

infectar. En esta última región se incluyen los timocitos que fueron infectados 

eficientemente (expresan GFP) y que a su vez expresan las proteínas CD2 CD3 FKBP-

12 x 3 ó CD2 CD4 FKBP-12 x 2 (Figura 19B columna media). El porcentaje de timocitos 

que expresan GFP es bajo (menor al 1%). A partir de esta región se puede medir el 

número de células DP, DN y SP. 
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FIGURA 19. Análisis de la infección de timocitos. (A) Expresión de GFP en células 3T3. Las células

3T3 se infectan fácilmente, por lo que se utilizan para medir la eficiencia de infección de los 

vectores. (B) Timocitos recuperados al segundo día de co-cultivo fueron teñidos para identificar 

CD2, CD4 y CD8. El análisis de las células infectadas se realiza en la región de timocitos (primera

columna) a partir de la cual se selecciona una subregión GFP-CD2 doble positiva (segunda 

columna). A partir de esta subregión se realiza la identificación de los marcadores CD4 y CD8 

(tercera columna), la cual pertenece a los timocitos infectados que expresan la proteína quimérica 

CD2 CD4 FKBP-12 x 2.
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Los timocitos fueron co-cultivados con las células OP9-DL1 para observar si la infección 

con los vectores retrovirales afecta su desarrollo. A partir de los resultados obtenidos se 

confirmó que en el cultivo aparecen células dobles positivas, que además expresan hCD2 

en su superficie desde el día 2 de co-cultivo. Por otro lado, se observó que una infección 

muy eficiente en la línea celular 3T3 (de alrededor del 85%) resulta en una expresión muy 

baja de GFP y CD2 en timocitos (de menos del 1%) (Figura 19). 

 

7.2.3.  Evaluación fenotípica del entrecruzamiento de 

CD2 CD3 FKBP-12 x 3 y CD2 CD4 FKBP-12 x 2 en el 

desarrollo de los timocitos en la monocapa de OP9-DL1 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos, los timocitos infectados con los vectores 

retrovirales se desarrollan a DP desde el día 2 de co-cultivo y expresan hCD2. Para 

corroborar si el entrecruzamiento de las quimeras altera la maduración de los timocitos, se 

adicionó AP20187 0.1µM al primer día de co-cultivo (24h después de la infección). Como 

análisis preliminar, se mantuvo a los timocitos en co-cultivo con AP20187 durante 24 y 48 

horas. Al término de este tiempo se recuperaron los timocitos del cultivo y se tiñeron para 

realizar el mismo análisis de la Figura 19B.  

 

Analizando la proporción de linfocitos DP, DN y SP a partir de la región de timocitos 

(Figura 20A), se observa que no hay diferencias entre las células tratadas con AP20187 y 

las no tratadas para el caso de las células no infectadas (pero a  las cuales se les 

adicionó polibrene). Este efecto es importante ya que nos indica que la droga no actúa de 



77 
 

manera inespecífica alterando el desarrollo de los timocitos. A este nivel de análisis 

tampoco se encontró diferencia entre las células infectadas con CD2 CD3 FKBP-12 x 3 ó 

CD2 CD4 FKBP-12 x 2 (Figura 21). 

 

El análisis realizado en la subregión GFP-CD2h doble positiva sólo se puede realizar en 

las células infectadas con las proteínas quiméricas. Debido a que la infección de CD2 

CD3 FKBP-12 x 3 es muy baja (aproximadamente 0.2%) no existe un número de eventos 

suficiente para poder analizar el efecto de la droga sobre los timocitos cultivados (Figura 

20B arriba). Sin embargo, sí se puede observar que la transfección con CD2 CD3 FKBP-

12 x 3 no frena el desarrollo de los timocitos, ya que sí se observan poblaciones DP y SP 

tanto CD4 y CD8 en el cultivo (a las 48 horas de cultivo). Este resultado es alentador, 

debido a que sugiere que este sistema permitirá analizar el desarrollo de los timocitos 

después del entrecruzamiento de CD2 CD3 FKBP-12 x 3 con AP20187, cuando se logre 

obtener un número mayor de células GFP-hCD2 positivas tras la infección. 

Por otro lado, la infección de timocitos con CD2 CD4 FKBP-12 x 2 es de alrededor de 

1.5% de la población total de timocitos (Figura 20B abajo). Esto indica que la infección 

con CD2 CD4 FKBP-12 x 2 es más eficiente que la de CD2 CD3 FKBP-12 x 3 en 

timocitos fetales.  

 

En la figura 22A se observa que no existe diferencia en la población CD8 SP entre las 

células tratadas con AP20187 y las no tratadas; mientras que hay un ligero aumento en 

las poblaciones DN y SP, acompañado de una disminución del porcentaje de células CD4 

SP. El número de células analizadas en este experimento es bajo, sin embargo fue 

realizado por triplicado y los datos obtenidos son suficientes para observar una diferencia 
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significativa a α=0.05 (determinado a través de una prueba de t de student) entre las 

poblaciones CD4, DN y DP (Figura 22B).    

 

Esto indica que el entrecruzamiento de CD2 CD4 FKBP-12 x 2 con la droga AP20187 

induce una disminución de las células CD4 SP. Debido a que no hay influjo de nuevas 

células al co-cultivo, esta disminución podría ser debida a un arresto de los timocitos en el 

estadio DP resultado de la activación de CD2 CD4 FKBP-12 x 2 con la droga, lo cual se 

confirma con un mayor porcentaje de esta población con respecto a las células no 

tratadas.  
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Figura 20. Co-cultivo de OP9-DL1 con timocitos estimulados con AP20187. Todas las gráficas son 

representativas de tres experimentos. (A) Timocitos no infectados de dos días de co-cultivo sin y 

con AP20187 0.1µM. Estas células fueron analizadas en la región de timocitos. (B) Porcentaje de 

infección de timocitos con CD2 CD3 FKBP-12 x 3 (izquierda arriba) y CD2 CD4 FKBP-12 x 2  

(izquierda abajo). Análisis de la subregión GFP-CD2 doble positiva (derecha).
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Figura 21. Porcentaje de las subpoblaciones timocitos al segundo día de co-cultivo con OP9-DL1. 

Los timocitos fueron incubados con y sin AP20187 0.1µM durante 24 horas. Las células fueron 

teñidas para CD2, CD4 y CD8 y analizadas de la región de timocitos. No se encontraron 

diferencias significativas a p=0.05 (con una prueba de t de student); las barras muestran el error 

estándar de tres experimentos.
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Figura 22. Timocitos infectados con CD2 CD4 FKBP-12 x 2 de dos días de co-cultivo sin y con 

AP20187.  (A) Los timocitos infectados con CD2 CD4 FKBP-12 x 2 fueron co-cultivados con células 

OP9-DL1 sin y con AP20187 0.1µM durante 24 horas. Las células fueron analizadas en la región 

GFP-CD2 doble positiva.  (B) Promedio de los porcentajes de células en las subregiones. Los 

asteriscos señalan las diferencias significativas a p=0.05, entre las células sin estimular y las 

tratadas con AP29187 (utilizando una prueba de t de student). Las barras muestran el error 

estándar (n=3).
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8. Discusión 

 

8.1. Evaluación funcional del entrecruzamiento de CD2 CD4 

2FKBP-12 ó CD2 CD3 3FKBP-12 

 

Se ha observado que la cadena CD3 es un componente muy importante para el 

desarrollo de los timocitos, de tal manera que su ausencia ocasiona que los timocitos se 

arresten en un estadio muy temprano del desarrollo (Malissen et al., 1993). Más aún, se 

ha observado que aún en ausencia de las cadenas de CD3δ, la activación de CD3 es 

suficiente para que los linfocitos pasen la selección beta (Love y Shores, 2000). Utilizando 

un sistema de dimerizadores, que permite entrecruzar de manera específica esta cadena, 

se observó que este entrecruzamiento resulta en la fosforilación de Zap-70. Esto nos 

indica que la señal inducida a través de CD2 CD3 FKBP-12 x 3 con AP20187 es 

suficiente para inducir una fosforilación de Zap-70 mucho menor a la observada al 

entrecruzar el CD3 (5 veces menor), lo cual se correlaciona con la presencia de un solo 

ITAM en el receptor quimérico, aunque hay que considerar que no se conoce con certeza 

el número de proteínas recombinantes que se conglomeran al entrecruzar con AP20187.  

 

Asimismo, como se puede observar en la figura 15A, el entrecruzamiento de CD2 CD3 

FKBP-12 x 3 también es capaz de promover la fosforilación de Erk 1/2 como resultado del 

entrecruzamiento con AP20187 y hCD2. En algunos de los experimentos esta 

fosforilación es incluso de intensidad similar a la inducida a través de CD3, por lo cual es 

posible que al aumentar el número de experimentos se obtenga un dato con significancia 

estadística. 
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En conjunto, estos resultados demuestran por primera vez que el entrecruzamiento 

específico de CD2 CD3 FKBP-12 x 3 utilizando el sistema de dimerización química 

FKBP-12/AP20187, es capaz de ocasionar una respuesta funcional en las células.  

 

Se podría especular que la fosforilación de Zap-70 es resultado de la fosforilación el ITAM 

presente en CD2 CD3 FKBP-12 x 3. Sin embargo, el panorama para CD3 es más 

complejo que la simple activación de su ITAM. Se ha encontrado que CD3 posee un 

dominio que promueve endocitosis, el cual puede contribuir a la degradación del TCR y a 

la eliminación de complejos parcialmente expresados en la membrana (Barroto et al., 

1999). Por lo tanto, se podría pensar que la baja activación de Zap70 observada en este 

trabajo provenga de la internalización de los oligómeros de CD2 CD3 FKBP-12 x 3 como 

resultado de su entrecruzamiento.  

 

Por otro lado, se ha observado que la activación de CD3 provoca un cambio 

conformacional que resulta en la exposición de un motivo rico en prolina (PRS) localizado 

en la porción citoplásmica (Pitcher y van Oers, 2003). Todavía es materia de debate si la 

fosforilación del ITAM de CD3 se da antes o después de este cambio conformacional. Es 

por ello que algunos grupos han propuesto que la exposición del motivo PRS permite la 

unión de Nck, lo cual  podría ser un mecanismo modulador de la fosforilación de los ITAM 

de las diferentes cadenas del CD3 (Pitcher y van Oers, 2003) a través de la facilitación de 

la unión de cinasas de la famila Src (Kesti et al., 2007). Incluso, se ha demostrado que el 

motivo PRS participa en la fosforilación de los ITAM de CD3δ (Mingueneau et al., 2008). 

De manera contrastante, se ha encontrado que la unión de Nck a la porción intracelular de 

CD3 abarca la tirosina 166 del motivo ITAM de CD3 (Takeuchi et al., 2008), de manera 
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que disminuye la fosforilación de esta cadena y no permite el reclutamiento de Zap-70. 

Debido a que la proteína Nck recluta proteínas de rearreglo de citoesqueleto, se propone 

que también podría estar relacionado con la internalización del TCR  y su degradación a 

través del reclutamiento de SLAP y c-Cbl (Maltzman y Koretzky, 2008).   Dado que la 

activación de Nck es insensible a estímulos por superantígenos (Tekeuchi et al.,2008), se 

ha propuesto que este mecanismo de internalización del TCR forma parte de un 

mecanismo de control ante la activación errónea de timocitos hacia estímulos de baja 

avidez (Takeuchi et al., 2008; Mingueneau et al., 2008).  Debido a las diversas funciones 

atribuidas al motivo PRS sería interesante estudiar su unión a CD2 CD3 FKBP-12 x 3, en 

un sistema en el cual, alejado del resto del TCR, se podría estudiar su papel en la 

fosforilación del ITAM de CD3 y su papel en la internalización de esta cadena. Por lo 

pronto, el papel de Nck en la degradación del TCR concuerda con la baja fosforilación de 

Zap-70 observada como resultado del entrecruzamiento de la quimera.  

 

Aunque a través de los resultados obtenidos en el presente trabajo no se analizó la 

activación de Lck como resultado del entrecruzamiento de CD2 CD3 FKBP-12 x 3, es 

razonable suponer que esta molécula también se fosforile ya que las cinasas de la familia 

src (tales como Lck y Fyn) tienen un papel fundamental en la activación de Zap-70. Esto 

concuerda con reportes que indican que la activación de Lck es importante para el 

proceso de selección beta, en el cual se le ha atribuido una gran importancia a la cadena 

CD3 (Hashimoto et al., 1996).  

 

Asimismo, se ha observado que la activación del TCR ocasiona su acercamiento a balsas 

lipídicas, donde se ha propuesto que se encuentra asociada la cinasa de la familia Src, 

Lck (Cherukuri et al., 2001). En general, se ha propuesto que el acercamiento de  
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proteínas a balsas lipídicas depende de su oligomerización, incluidos receptores del 

sistema inmune (Langlet et al., 2000), como es el caso de CD2. Se ha demostrado que la 

molécula CD2 humana es capaz de acercarse a estos motivos a través de su 

ectodominio, y de manera independiente al TCR, tras su entrecruzamiento con 

anticuerpos (Yang and Reinherz, 2001). Debido a que las quimeras se componen de la 

porción extracelular de CD2 humano, es posible que su oligomerización resulte en su 

asociación a balsas lipídicas. Esto podría promover su acercamiento a las proteínas de la 

cascada de señalización del TCR-CD3 asociadas a estos motivos como Lck, Fyn, LAT y 

PI3K (Cherukuri et al, 2001). De esta manera, es razonable pensar que CD2 CD3 FKBP-

12 posea la capacidad de acercarse a sitios en el citoplasma ricos en Lck tras su 

oligomerización. Sin embargo, el inconveniente de estudiar este evento en la línea celular 

EL4 es que expresa el pre-TCR, el cual se ha propuesto está constitutivamente unido a 

balsas lipídicas y posee señalización autónoma (Yamasaki y Saito, 2007).  

 

En conclusión, dada la diversidad de eventos descritos para CD3, es posible que el 

entrecruzamiento de CD2 CD3 FKBP-12 x 3 resulte en su acercamiento a balsas 

lipídicas, lo cual facilite la fosforilación de su ITAM, seguido de la iniciación de diversos 

eventos de señalización río abajo y, posiblemente, la endocitosis de los complejos.  

 

En el caso de la proteína CD2 CD4 FKBP-12 x 2 se observa que no es capaz de 

desencadenar la fosforilación de Zap-70 (Figura 13 A y B). Sin embargo, sí se observa 

que en ocasiones el entrecruzamiento de esta cadena es capaz de inducir fosforilación de 

Erk1/2 como resultado del entrecruzamiento con hCD2 (Figura 15A). Dado que la 

conexión entre el co-receptor CD4 y el TCR tiene lugar a través de su reclutamiento a la 

sinapsis inmunológica durante el reconocimiento de la región β2 de la molécula de MHC 
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Clase II,  podría ser posible que el entrecruzamiento de CD2 CD4 FKBP-12 x 2 tenga la 

capacidad de activar a la cinasa Lck, la cual se activa al asociarse al motivo 

intracitoplásmico de CD4, pero que esto no tenga como consecuencia su reclutamiento al 

TCR ni a su activación. De manera alternativa, es posible que el entrecruzamiento de CD2 

CD4 FKBP-12 x 2 no sea suficiente para iniciar una respuesta funcional por sí misma y 

requiera de la co-activación del TCR o de al menos una cadena del CD3.   

 

Otro asunto por resolver es que, aunque se active Zap-70, sería importante analizar la 

fosforilación de otras moléculas río abajo como LAT o PLCγ, importantes para la 

maduracion de los linfocitos T, para ver si la señal del TCR puede ser completada cuando 

se entrecruza la quimera de CD2 CD3 FKBP-12 x 3 ó CD2 CD4 FKBP-12 x 2.   

 

Interesantemente, este paso de validación del sistema nos indica que la proteína CD2 

CD3 FKBP x 3 tiene la capacidad de inducir vías de señalización del TCR-CD3, lo cual  

es un indicativo de que se puede emplear este sistema para determinar la contribución de 

esta cadena en sistemas en los cuales se ha bloqueado el desarrollo de timocitos en 

diferentes etapas. El empleo de ratones deficientes de la cadena CD3δ, por ejemplo, 

podrían ser de utilidad para emplear este sistema, debido a que sus timocitos se arrestan 

en el estadio doble positivo. Es aquí cuando se podría obtener información valiosa de la 

contribución de esta cadena a la señal del TCR-CD3. De manera similar, la utilización de 

ratones deficientes para la molécula MHC Clase II, podría permitirnos evaluar la 

participación de esta cadena por sí sola en el proceso de elección de linaje CD4 versus 

CD8, que como es conocido, requiere de la interacción del TCR-Correceptor con el 

complejo péptido + MHC clase II. 
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En el estudio de la cadena CD3δ se observó que aunque su entrecruzamiento en células 

Jurkat fue capaz de inducir factores de transcripción como NFAT, su oligomerización en 

células primarias (ratones transgénicos) sólo fue capaz de inducir flujos de calcio 

transitorios pero no fue capaz de inducir la proliferación de linfocitos T o la diferenciación 

de timocitos en cultivos de timo fetal (Soldevila et al., 2001). La conclusión de dicho 

trabajo fue que eran necesarios otros componentes del complejo CD3 (tales como CD3) 

o bien co-receptores (CD4 o CD8) para completar la señales que permiten la 

diferenciación de los linfocitos T in vivo. El conjunto de las señales generadas a través de 

las distintas cadenas podría ser el responsable de la diversidad de eventos que resultan 

del entrecruzamiento del TCR de manera que la combinación de la activación de diversos 

eventos es la que conforma el gradiente de señal que da paso a supervivencia, 

proliferación ó apoptosis. 

 

Uno de los objetivos de este trabajo fue la evaluación de las señales individuales 

producidas a través de las cadenas del CD3 y co-receptores. Con los resultados 

obtenidos, aún no se puede concluir acerca de la participación de estas cadenas en la 

señalización requerida para que se lleve a cabo cada uno de los eventos de diferenciación 

de los linfocitos T en el timo. Sin embargo una contribución importante de este trabajo es 

la comprobación de que el sistema de dimerizadores químicos, el cual es altamente 

especifico y con uso potencial in vivo, es capaz de desencadenar eventos de señalización 

a través de componentes individuales del  complejo TCR-CD3 así como del motivo 

citoplásmico del co-receptor CD4, por lo que puede ser utilizado para la posterior 

comparación de señales con otras cadenas del CD3 y co-receptores.   
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8.2. Evaluación fenotípica del entrecruzamiento de CD2 

CD3 FKBP-12 x 3 y CD2 CD4 FKBP-12 x 2 en la elección del 

linaje 

 

En este trabajo se observó que el sistema de desarrollo OP9-DL1 tiene la capacidad de 

soportar el desarrollo de timocitos extraídos de timo fetal de 14 días de gestación. Esto 

supone la ventaja de que el tiempo de obtención de células en estadio DP es mucho 

menor que empleando células progenitoras de médula ósea  o de hígado fetal como 

células de partida. Asimismo, este sistema experimental  permite la manipulación de los 

timocitos sin que esto suponga un arresto en su maduración y permite la adición de 

factores que pueden modular el desarrollo  de los timocitos como citocinas y en este caso, 

la adición de la droga. Asimismo, dado que las células OP9-DL1 son células estromales 

derivadas de médula ósea, carecen de la expresión de MHC Clase II, lo cual limita el 

desarrollo de células CD4 SP, lo que facilitará poner de manifiesto las células que se 

desarrollen hacia este linaje como resultado de la actividad de las proteínas 

recombinantes. Sin embargo, el sistema OP9-DL1 posee las desventajas, comparado con 

otros métodos como sería el cultivo de timo fetal (FTOC) o el cultivo de reagregacion 

(Lehar y Bevan, 2002), de que no cuenta con todas las características que posee el timo 

para llevar a cabo la selección positiva y negativa, por lo tanto el repertorio seleccionado 

que logra desarrollarse a SP es muy limitado.  

 

A pesar de la limitada capacidad de obtener células CD4+ en este sistema de desarrollo in 

vitro, se observa que se genera hasta un 6% de células CD4 simples positivas. A primera 

vista parece que esta generación es inesperada, sin embargo, se ha propuesto que 

durante el proceso de elección del linaje hay una población intermedia CD4+CD8- que es 
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precursora tanto del linaje CD4 como CD8 (Erman et al., 2006). Es posible que las células 

CD4 simples positivas generadas en el cultivo pertenezcan a esta población intermedia, 

aunque se necesitaría corroborar cuál es su estado de maduración mediante la utilización 

de otros marcadores de superficie, tales como TCR o CD24. Alternativamente, podría ser 

posible que el sistema tenga cierta capacidad de generación de células CD4 SP de 

manera intrínseca: por ejemplo podrían generarse timocitos CD4+ pero restringidos a 

Clase I  (Yin et al., 2007; Ling et al., 2007; Bosselut et al., 2003; Itano et al., 1996; Crump 

et al., 1993; Seong et al., 1992) o porque algunas células con expresión de MHC clase II 

provenientes del timo fetal se hayan introducido al co-cultivo junto con los timocitos.     

 

Los datos preliminares obtenidos en el sistema de desarrollo in vitro muestran que el 

entrecruzamiento de CD2 CD4 FKBP-12 x 2 induce un aumento en la población DN, el 

cual podría ser resultado del arresto de las células en este estadio del desarrollo o 

consecuencia de la proliferación de las mismas. Sin embargo, cualquiera que sea el caso, 

es difícil especular cuál es la significancia biológica de este evento, dado que las células 

en este estadio de maduración no poseen la expresión del co-receptor de manera natural. 

Es posible que al no estar capacitadas para recibir las señales iniciadas por este co-

receptor, las células arresten su ciclo celular.  Por otro lado, dado que se ha propuesto 

que la porción citoplásmica de CD4 posee un papel importante en la elección del linaje 

(Seong et al., 1992, Itano et al., 1996), parece extraño que el entrecruzamiento de CD2 

CD4 FKBP-12 x 2 haya ocasionado una disminución de la población CD4 SP. Sin 

embargo, estos experimentos implican que CD4 se asocia al complejo TCR/CD3 tras el 

reconocimiento de un péptido endógeno presentado por moléculas de MHC Clase II. 

Quizá se podría especular que la activación individual de CD4 por sí solo, recluta Lck 

fuera de la región donde se encuentra el preTCR, de manera que podría depletar parte 
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del Lck que es necesario para la señalización del preTCR y por eso se ve una reducción 

de DP y un acumulo de DN. 

 

De manera alternativa, se ha postulado que la activación sostenida de Erk lleva a los 

timocitos hacia la selección negativa. Quizá se podría especular que el entrecruzamiento 

de CD2 CD4 FKBP-12 x 2 (que se lleva  acabo colocando  la droga AP20187 durante 

24h) tenga como resultado la fosforilación de esta cinasa, lo cual favorezca la selección 

negativa, que se refleja en la disminución tanto de la población DP como de las CD4 SP. 

Dado que la droga estuvo en contacto con los timocitos 24 horas, sería interesante 

estudiar el efecto de una estimulación tan larga en la fosforilación de Erk1/2.  Debido a 

que esta es la primera vez que se prueba la droga en este sistema, no se sabe cuáles son 

el tiempo ni la dosis óptima de estimulación. Por ello, se tiene la perspectiva de probar 

diferentes tiempos de estímulo y dosis de AP20187, así como el día de co-cultivo al cual 

se agrega la droga.   

 

El hecho de que el entrecruzamiento de CD2 CD4 FKBP-12 x 2 con AP20187 disminuya 

la población CD4 SP, al menos bajo las condiciones utilizadas, sugiere que la 

señalización específica a través del co-receptor CD4 no posee una relación proceso de 

elección del linaje (aunque el análisis del entrecruzamiento específico de CD4 es 

novedoso, ya que anteriormente sólo se había estudiado en conjunto con el complejo 

CD3). El entrecruzamiento individual de CD4, aunque evidentemente es una situación 

poco probable que se de in vivo, nos serviría para evaluar si la activación por sí sola de 

Lck, y de las vías río abajo de esta cinasa, sin la participación de cadenas del complejo 

TCR/CD3 es capaz de inducir señales que permitan la diferenciación/selección de los 

timocitos. En un futuro se tiene contemplado evaluar la interacción de CD4 con la cadena 

epsilon del complejo CD3 mediante el entrecruzamiento de las dos quimeras CD2 CD3 
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FKBP-12 x 3 y CD2 CD4 FKBP-12 x 2, para evaluar la participación de ambas en la 

elección de linaje. 

 

En el caso de la molécula CD2 CD3 FKBP-12 x 3 se tiene como perspectiva incrementar 

la eficiencia de infección de los sobrenadantes para poder obtener un mayor número de 

células para analizar. Asimismo, se plantea evaluar este modelo in vivo reconstituyendo la 

médula ósea de ratones deficientes de CD3δ (cuyos timocitos se arrestan en el estadio 

DP) y deficientes para MHC de Clase II (que carecen de CD4 SP) los cuales darán lugar a 

timocitos que expresan las moléculas recombinantes de CD3 o CD4, para observar si la 

señalización a  través de CD3 y/o CD4 es capaz de rescatar estos fenotipos y permitir la 

maduración de los timocitos.   

 

En resumen, este sistema de desarrollo in vitro es ideal para el estudio preliminar de la 

consecuencia del entrecruzamiento de las proteínas quiméricas durante el desarrollo ya 

que es manipulable, reproduce en cierta medida la maduración de los timocitos de 

manera fisiológica y se pueden obtener resultados en un tiempo corto. Esto facilita el 

acercamiento a un modelo in vivo, para el cual se tiene la perspectiva de infectar 

progenitores de médula ósea con las proteínas quiméricas y transferirlos 

intravenosamente para reconstituir a ratones letalmente irradiados. De esta manera se 

podrán analizar las alteraciones en el desarrollo de los timocitos como resultado del 

entrecruzamiento de las quimeras por la droga AP20187 administrada in vivo. 

 

Finalmente, es importante mencionar que aunque el TCR es el punto central de la 

señalización durante el desarrollo de los timocitos, no se debe perder de vista que el 

ambiente del timo es complejo y que las señales que influyen en los procesos de 



92 
 

maduración de los timocitos también provienen de otros factores adheridos a membrana y 

solubles.  
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9. Conclusiones 

 

 Se observó que la activación individual CD2 CD3 FKBP-12 induce la fosforilación de 

Zap70, lo cual demostró por primera vez que esta cadena posee la capacidad de 

iniciar una respuesta funcional en las células de manera independiente del complejo 

TCR-CD3. Sin embargo, no se logró observar si la activación independiente a través 

de CD3 o CD4 genera vías de señalización distintas la una de la otra. 

 En este trabajo no se logró observar el papel de CD3 y CD4 en el proceso de 

elección del linaje CD4 y CD8, de manera que no se corroboró la hipótesis de que 

CD3 favorece la generación de células CD8 SP. Sin embargo, sí se obtuvieron 

resultados preeliminares que muestran que, contrario a lo esperado, el 

entrecruzamiento de CD2 CD4 FKBP-12 x 2 en timocitos induce una disminución de la 

subpoblación CD4 positiva.  
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