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II.	  Resumen	  

La	  diferenciación	  de	  los	  linfocitos	  T	  en	  el	  timo	  depende	  de	  la	  activación	  de	  diversas	  

vías	   de	   señalización	   durante	   esta	   etapa.	   Los	  mecanismos	  moleculares	   responsables	   de	   la	  

diferenciación	   a	   un	   linaje	   T	   específico,	   CD4	   cooperador,	   CD8	   citotóxico,	   o	   bien	   células	   T	  

reguladoras	   naturales	   (nTreg)	   se	   han	   sustentado	   en	   diferencias	   en	   la	   duración	   de	   la	  

interacción	  TCR-‐MHC/péptido,	   así	   como	  de	   la	   intensidad	   y/o	  duración	  de	   las	   señales.	   En	  

cuanto	  a	   la	  diferenciación	  hacia	  el	   fenotipo	  T	  regulador,	  algunos	  estudios	  sugieren	  que	  se	  

requieren	   señales	   de	   alta	   avidez	   para	   inducir	   la	   selección	   de	   estas	   células.	   Sin	   embargo,	  

estas	   señales	   no	   deben	   rebasar	   el	   umbral	   de	   señal	   que	   induzca	   su	  muerte	   por	   selección	  

negativa.	  	  

	   En	   este	   trabajo	   analizamos	   la	   vía	   de	   señalización	   del	   TCR	   y	   las	   moléculas	  

coestimuladoras	   con	   la	   finalidad	   de	   demostrar	   que	   existe	   una	  mayor	   activación	   de	   estas	  

vías,	  así	  como	  mecanismos	  compensatorios	  que	  modulen	  estas	  señales.	  Para	  ello	  utilizamos	  

un	   modelo	   de	   ratones	   que	   expresan	   un	   TCR	   específico	   y	   su	   ligando,	   así	   como	   ratones	  

silvestres.	   Nuestros	   resultados	   demuestran	   que	   las	   células	   T	   reguladoras	   presentan	   un	  

incremento	  basal	  en	   la	   fosforilación	  de	  moléculas	  clave	  en	   la	   señalización	  mediada	  por	  el	  

TCR,	  confirmando	  el	  reconocimiento	  de	  antígenos	  endógenos	  con	  alta	  avidez.	  Así	  como	  una	  

disminución	  en	  la	  respuesta	  al	  entrecruzamiento	  del	  TCR,	  lo	  cual	  correlaciona	  con	  su	  falta	  

de	  respuesta.	  Este	  patrón	  se	  comparte	  entre	  las	  células	  T	  reguladoras	  de	  ratones	  silvestres,	  

así	   como	   las	   células	   reguladoras	   antígeno-‐específicas,	   lo	   que	   nos	   permite	   identificar	   un	  

patrón	   de	   señalización	   característico	   de	   estas	   células	   reguladoras.	   Finalmente,	  

desarrollamos	   un	   modelo	   de	   activación	   de	   vías	   de	   señalización	   que	   permite	   analizar	   la	  

contribución	  de	  moléculas	  particulares	  durante	  la	  diferenciación	  de	  los	  linfocitos	  T.	  



III.	  Abstract	  	  

	   The	   differentiation	   to	   CD4,	   CD8	   or	   regulatory	   T	   cells	   in	   the	   thymus	   depends	   on	  

different	   signaling	  pathways.	   It	   has	  been	  proposed	   that	   the	  molecular	   signals	   involved	   in	  

the	  generation	  of	  these	  cells	  differ	  in	  the	  avidity	  or	  duration	  of	  TCR/MHC	  interaction.	  It	  has	  

been	   proposed	   that	   high	   avidity	   interactions	   are	   required	   for	   Treg	   selection.	   However,	  

there	   should	   be	   some	   compensatory	   mechanisms	   that	   avoid	   the	   induction	   of	   negative	  

selection	   of	   these	   cells.	   Here,	   we	   used	   double	   transgenic	   mice	   (TCR-‐HA	   ×	   IgHA)	   and	  

followed	   the	  kinetics	  and	  phosphorylation	   status	  of	  HA-‐specific	  Tregs	   that	  develop	   in	   the	  

absence	  or	  presence	  of	  their	  agonist	  ligand	  expressed	  in	  the	  thymus,	  as	  well	  as	  of	  polyclonal	  

“naturally	   ocurring”	   Tregs	   (nTregs).	   We	   found	   that,	   in	   basal	   conditions,	   nTregs	   showed	  

enhanced	  basal	  phosphorylation	  of	   c-‐Cbl,	  Erk	  and	  PI3K,	   indicating	   their	   selection	  by	  high	  

avidity	   ligands.	  However,	   in	  response	  to	  TCR	  cross-‐linking,	  both	  nTregs	   from	  Balb/c	  mice	  

and	  HA-‐specific	  Tregs	  showed	  reduced	  levels	  of	  phosphorylated	  Erk1/2,	  c-‐Cbl	  and	  Akt.	  We	  

conclude	   that	   thymus-‐derived	   Tregs	   display	   a	   characteristic	   “signaling	   signature”	   that	  

suggests	   qualitative	   differences	   in	   TCR-‐mediated	   signaling	   that	   may	   not	   be	   explained	  

merely	  by	  a	  higher	  TCR	  avidity.	  Finally,	  we	  developed	  a	  signal	  induction	  model	  that	  allows	  

us	  to	  determine	  the	  role	  of	  particular	  molecules	  during	  T	  cell	  development.	  

 



IV.	  Introducción	  

a. Células	  T	  reguladoras	  

i. Fenotipo	  

	   Existen	   distintos	   tipos	   de	   células	   T	   reguladoras	   que	   modulan	   la	   homeostasis	   y	   la	  

tolerancia	  a	  antígenos	  propios.	  En	  términos	  generales,	  las	  células	  T	  reguladoras	  se	  dividen	  

en	   dos	   grupos	   principales:	   las	   células	   T	   reguladoras	   “naturales”	   CD4+CD25+	   (nTregs,	  

“naturally-‐ocurring	   T	   regulatory	   cells”)	   y	   las	   células	   T	   reguladoras	   “inducibles”	   o	  

“adquiridas”	   (iTregs/aTregs),	   entre	   las	   que	   se	   encuentran	   las	   células	   secretoras	   de	   IL-‐10	  

(Tr1),	   células	   secretoras	   de	   TGF-‐β	   (Th3),	   células	   T	   CD8+	   restringidas	   por	   Qa-‐1,	   células	   T	  

CD8+CD122+,	  células	  Tγ/δ	  y	  células	  NKT	  (revisado	  en	  (1-‐6)).	  

	   Las	  células	  nTregs	  se	  generan	  en	  el	   timo	  y	  corresponden	  al	  5-‐10%	  de	   la	  población	  

total	  de	  células	  T	  CD4+.	  Se	  caracterizan	  principalmente	  por	  la	  expresión	  en	  altos	  niveles	  de	  

CD25	  (IL-‐2Rα)	  (7)	  y	  el	  factor	  de	  transcripción	  Foxp3	  (8,	  9),	  así	  como	  otras	  moléculas	  como	  

CD5alto,	   CD45RBbajo,	   CTLA-‐4,	   PD-‐1,	   LAG-‐3	   (10),	   GITR	   (11),	   Galectina-‐1	   (12)	   y	   CD103	  

(revisado	  en	  (13,	  14)).	  Estas	  células	  no	  son	  capaces	  de	  responder	  a	  la	  estimulación	  a	  través	  

de	   su	   TCR,	   sin	   embargo,	   son	   capaces	   de	   proliferar	   cuando	   son	   co-‐estimuladas	   por	   IL-‐2.	  

Estas	  células	  están	  involucradas	  en	  suprimir	  la	  respuesta	  tanto	  de	  células	  CD4+	  como	  CD8+	  

ya	  sea	  de	  manera	  dependiente	  de	  contacto	  o	  dependiente	  de	  citocinas	  (IL-‐4,	  IL-‐10	  ó	  TGF-‐β).	  

Por	   su	   parte,	   las	   células	   reguladoras	   periféricas	   o	   “inducidas”	   se	   diferencian	   a	   partir	   de	  

células	   CD4+CD25-‐	   que	   se	   activan	   en	   presencia	   de	   algunas	   citocinas	   como	   TGF-‐β	   y	  

constituyen	  del	  10-‐50%	  de	   las	  células	  T	  en	  expansión.	  La	  expresión	  de	  Foxp3	  es	   inducida	  

por	   la	   presencia	   de	   TGF-‐β	   ((15)	   y	   revisado	   en	   (16))	   y	   es	   necesaria	   para	   mantener	   el	  

fenotipo	  regulador	  en	  este	  grupo	  de	  células	  (17).	  Sin	  embargo,	  también	  se	  ha	  observado	  que	  



Foxp3	   se	   expresa	   temporalmente	   en	   células	   activadas	   y	   posteriormente	   es	   regulado	  

negativamente	  (18).	  

	  

ii. Descripción	  histórica	  y	  autoinmunidad	  

	   La	   idea	   de	   que	   las	   células	   T	   reguladoras	   “naturales”	   se	   generaban	   en	   el	   timo	   fue	  

propuesta	   en	   ensayos	   de	   timectomía	   neonatal	   en	   los	   que	   se	   desarrollan	   enfermedades	  

autoinmunes	  múltiples	   (19-‐22).	   En	   estos	   ensayos,	   la	   transferencia	   de	   células	   de	   bazo	   de	  

ratones	  normales,	  pero	  no	  la	  de	  ratones	  timectomizados,	  prevenía	  el	  desarrollo	  del	  fenotipo	  

autoinmune	  (23),	  lo	  que	  confirmaba	  la	  teoría	  de	  que	  las	  células	  reguladoras	  o	  “supresoras”,	  

se	  generaban	  en	  el	  timo.	  

	   La	  caracterización	  de	  Foxp3	  como	  el	  gene	  determinante	  para	   la	  caracterización	  del	  

fenotipo	   regulador	   se	   describió	   al	   analizar	   el	   fondo	   genético	   del	   síndrome	   IPEX	  

(immunodysregulation,	   polyendocrynopathy,	   enterophaty,	   X-‐linked	   syndrome),	   una	  

enfermedad	   que	   manifiesta	   múltiples	   enfermedades	   autoinmunes,	   alergia	   severa	   y	  

enfermedad	   inflamatoria	   del	   intestino	   (IBD,	   Inflammatory	   Bowel	   Disease)	   (24,	   25),	   así	  

como	  del	  genotipo	  de	  los	  ratones	  scurfy,	  en	  los	  que	  se	  observa	  un	  síndrome	  similar	  (26).	  En	  

ambos	  modelos	  se	  describió	  que	  el	  gen	  alterado	  era	  el	   factor	  de	  transcripción	  Foxp3	  (27-‐

30).	  Finalmente,	  la	  sobreexpresión	  de	  Foxp3	  en	  células	  no	  reguladoras	  CD4+CD25-‐	  y	  CD8+,	  

induce	   la	   adquisición	   de	   un	   fenotipo	   anérgico	   y	   parcialmente	   regulador	   (proliferación	   in	  

vitro,	  transferencia	  in	  vivo)	  (8,	  9,	  31);	  con	  lo	  que	  se	  estableció	  la	  importancia	  de	  Foxp3	  y	  las	  

células	  T	  reguladoras	  	  en	  el	  desarrollo	  de	  autoinmunidad.	  

	  

	  



iii. Especificidad	  antigénica	  

	   Inicialmente	   se	   describió	   que	   las	   células	   T	   reguladoras	   reconocían	   antígenos	  

propios,	  ya	  que	  la	  transferencia	  de	  células	  de	  bazo	  normales	  a	  ratones	  timectomizados	  en	  el	  

día	  3	  postnatal	   (D3),	  previene	   la	  generación	  del	   fenotipo	  autoinmune.	  Sin	  embargo,	   si	   las	  

células	   se	   extraen	   de	   un	   donador	   que	   ha	   sido	   sujeto	   a	   la	   extracción	   de	   algún	   órgano	   en	  

particular;	  se	  elimina	  la	  respuesta	  autoinmune	  para	  el	  resto	  de	  los	  órganos,	  excepto	  para	  el	  

tejido	   extraído	   en	   el	   donador	   (32,	   33).	   Con	   respecto	   al	   repertorio	   antigénico	   que	   es	  

presentado	  a	  los	  timocitos	  que	  van	  a	  ser	  seleccionados,	  se	  describió	  que	  su	  deficiencia	  (en	  

ratones	   Aire-‐/-‐)	   induce	   un	   síndrome	   autoinmune	   poliendócrino	   (34,	   35).	   Así	   mismo	   se	  

requiere	   para	   la	   expresión	   promiscua	   de	   antígenos	   de	   tejido	   periférico	   en	   las	   células	  

epiteliales	  medulares	   tímicas	   (mTEC)	   (36).	   Adicionalmente,	   se	   determinó	   que	   las	   células	  

Aire+	  son	  capaces	  de	  seleccionar	  células	  Foxp3+	  (37),	  por	  	  lo	  que	  se	  sugiere	  que	  este	  es	  un	  

mecanismo	  de	  tolerancia	  contribuye	  a	  controlar	  la	  respuesta	  inmune	  contra	  lo	  “propio”.	  	  

	   La	  posibilidad	  de	  que	  las	  células	  T	  reguladoras	  compartieran	  el	  repertorio	  antigénico	  

con	   las	  células	  T	   “vírgenes”	  o	   “naïve”	  se	  propuso	  en	  estudios	  en	   los	  que	  se	  analizaron	   las	  

secuencias	   de	   las	   regiones	   Vα	   y	   Vβ	   utilizados	   por	   las	   células	   T	   reguladoras	   y	   en	   los	   que	  

concluyeron	   que	   no	   existían	   diferencias	   significativas	   en	   el	   uso	   de	   estas	   cadenas	   por	   las	  

células	  T	  reguladoras	  y	  las	  células	  T	  naïve	  (38).	  Sin	  embargo,	  otros	  estudios	  en	  los	  que	  se	  

secuenciaron	   las	   cadenas	   TCRα	   utilizando	   una	  TCRβ	   fija,	   determinaron	   que	   el	   repertorio	  

antigénico	   coincide	   parcialmente,	   lo	   que	   sugería	   un	   repertorio	   distinto	   entre	   ambas	  

subpoblaciones	  (39).	  

	   Pacholczyk	  y	  colaboradores	  (40),	  utilizando	  un	  modelo	  de	  ratones	  transgénicos	  para	  

un	   TCR	   con	   una	   sola	   cadena	   TCRβ	   y	   diversas	   cadenas	   TCRα	   (TCRminiEp),	   generaron	  



hibridomas	   derivados	   de	   células	   CD4+Foxp3+	   o	   CD4+Foxp3-‐	   que	   fueron	   cultivados	  

posteriormente	   en	   presencia	   de	   complejos	   MHC	   cargados	   con	   péptidos	   endógenos	   (self-‐

antigens)	   o	   extraños	   (non-‐self	   antigens)	   y	   seguidas	   mediante	   la	   secuenciación	   de	   las	  

cadenas	   TCRα.	   En	   estos	   ensayos	   se	   obtuvieron	   dos	   conclusiones	   principales:	   1)	   una	   alta	  

proporción	   de	   TCR’s	   expresados	   por	   las	   células	   naïve	   es	   compartido	   por	   las	   células	   T	  

reguladoras,	  lo	  que	  garantiza	  una	  adecuada	  modulación	  de	  la	  respuesta	  inmune;	  y	  2)	  tanto	  

las	  células	  T	  reguladoras	  como	  las	  células	  naïve	  son	  preferentemente	  capaces	  de	  reconocer	  

antígenos	  extraños	  y	  proliferar	  en	  respuesta	  a	  ello,	  mientras	  que	  los	  antígenos	  propios	  no	  

inducen	   tal	   respuesta.	   Con	   lo	  que	  proponen	  que	   los	  péptidos	  de	   selección	   en	   el	   timo	   son	  

distintos	  a	  los	  que	  inducen	  respuesta	  en	  la	  periferia.	  	   	  

	  

iv. Mecanismos	  de	  regulación	  de	  las	  células	  Tregs	  

	   La	  supresión	  mediada	  por	  las	  células	  T	  reguladoras	  naturales	  puede	  ser	  dependiente	  

o	   independiente	  de	   contacto	   y	   son	   capaces	  de	  modular	   tanto	   la	   respuesta	  de	   linfocitos	  T	  

activados	   como	   de	   las	   células	   presentadoras	   de	   antígenos	   (revisado	   en	   (41,	   42)).	   Con	  

respecto	   a	   los	   mecanismos	   dependientes	   de	   contacto,	   se	   describió	   que	   las	   células	   T	  

reguladoras	   expresan	  moléculas	   que	   inducen	   señales	   negativas	   a	   las	   células	   T	   efectoras.	  

Entre	   éstas	   se	   encuentran	   CTLA-‐4	   (43),	   que	   compite	   con	   CD28	   y	   bloquea	   las	   señales	   de	  

coestimulación	   a	   través	   de	   B7	   (CD80/CD86)	   (44).	   CD39	   (ectonucleoside	   tryphosphate	  

diphosphohydrolase	   1)	   y	   CD73	   (ecto-‐5’-‐nucleotidase)	   inducen	   un	   aumento	   en	   la	  

concentración	  de	  adenosina	  en	  la	  región	  pericelular	  que	  inhibe	  la	  expresión	  de	  citocinas	  y	  

altera	  la	  función	  celular	  (45).	  Asimismo,	  las	  células	  T	  reguladoras	  son	  capaces	  de	  aumentar	  

la	  concentración	  de	  AMP	  cíclico	  (cAMP)	  en	  las	  células	  efectoras,	  inhibiendo	  la	  proliferación	  



de	  éstas	  y	  la	  producción	  de	  IL-‐2	  (46)	  y	  también	  pueden	  inducir	  muerte	  celular	  mediante	  la	  

liberación	  de	  granzima	  B	  y	  perforina	  (47,	  48).	  

	   Los	   mecanismos	   independientes	   de	   contacto	   fueron	   descritos	   inicialmente	   en	  

cultivos	   en	   los	   que	   la	   presencia	   de	   una	   membrana	   semipermeable	   entre	   las	   células	   T	  

reguladoras	  y	   las	   células	  T	  efectoras,	   inhibía	   la	   supresión	  mediada	  por	  estas	   células	   (38).	  	  

Entre	  estos	  mecanismos	  se	  encuentran	  la	  secreción	  de	  citocinas	  inmunomoduladoras	  como	  

TGF-‐β,	  IL-‐10	  e	  IL-‐35,	  que	  han	  sido	  relacionadas	  con	  la	  inhibición	  de	  la	  expresión	  de	  algunos	  

factores	  de	  transcripción	  como	  Stat-‐4,	  GATA-‐3,	  T-‐bet	  y	  NFκB.	  	  TGF-‐β	  	  induce	  la	  fosforilación	  

de	   la	   cinasa	   Tec	   y	   el	   flujo	   de	   calcio	   (49-‐52).	   IL-‐10	   se	   asocia	   a	   una	  menor	   producción	   de	  

anticuerpos	  IgE	  en	  modelos	  de	  asma	  (revisado	  en	  (53,	  54))	  y	  CD35	  con	  una	  supresión	  de	  la	  

proliferación	   celular	   (55).	   Sin	   embargo,	   el	   papel	   de	   estas	   citocinas	   en	   los	  mecanismos	  de	  

supresión	   de	   las	   células	   T	   reguladoras	   sigue	   en	   controversia,	   ya	   que	   otros	   autores,	  

mediante	  el	  bloqueo	  de	  estas	  citocinas	  o	  el	  análisis	  de	  modelos	  deficientes,	  concluyen	  que	  

no	  son	  imprescindibles	  para	  esta	  función	  (38,	  56,	  57).	  

	   Así	   como	   se	   lleva	   a	   cabo	   una	   regulación	   de	   las	   células	   efectoras,	   las	   células	   T	  

reguladoras	  son	  capaces	  de	  modular	  también	  las	  funciones	  de	  las	  células	  presentadoras	  de	  

antígenos	   (APC).	   Entre	   los	   mecanismos	   de	   supresión	   a	   estas	   células	   se	   encuentran	   la	  

disminución	  de	  la	  expresión	  de	  CD80	  y	  CD86	  (58),	  la	  inducción	  de	  la	  expresión	  de	  la	  enzima	  

IDO	   (indoleamine	   2,3-‐dioxigenase)	   que	   cataboliza	   triptófano	   en	   kinurenina,	   un	   derivado	  

tóxico	  para	  las	  células	  T	  que	  rodean	  a	  la	  APC	  (59,	  60),	  así	  como	  la	  inducción	  de	  la	  muerte	  de	  

células	  B	  (61).	  Todos	  estos	  mecanismos	  están	  mediados	  por	  la	  expresión	  de	  CTLA-‐4	  en	  las	  

células	  Treg.	  



	   Un	  aspecto	  importante	  sobre	  los	  mecanismos	  de	  supresión	  ejercidos	  por	  las	  células	  

T	  reguladoras	  es	  que	  éstas	  deben	  encontrarse	  pre-‐activadas	  para	  ejercer	  su	  función	  ((62)	  y	  

revisado	  en	  (63)),	  es	  por	  ello	  que	  tanto	  la	  especificidad	  antigénica,	  como	  la	  afinidad	  de	  sus	  

receptores	  y	  moléculas	  coestimulatorias	  son	   factores	  determinantes	  para	   los	  mecanismos	  

de	  supresión	  y	  tolerancia.	  	  

	  

v. Papel	  de	  las	  Tregs	  en	  el	  control	  de	  la	  respuesta	  inmune	  

	   Las	  células	  T	  reguladoras	  poseen	  también	  un	  papel	  importante	  en	  la	  modulación	  de	  

la	   respuesta	   inmune.	   	   Powrie	   y	   colaboradores	   han	   descrito	   un	  mecanismo	   de	   regulación	  

“cuantitativo”	  en	  el	  cual,	  los	  factores	  determinantes	  entre	  tolerancia	  y	  activación	  son	  1)	  las	  

condiciones	  de	  activación	  de	  las	  células	  presentadoras;	  2)	  la	  localización	  y	  distribución	  de	  

los	  antígenos;	  y	  3)	   los	  patrones	  de	  circulación	  de	   las	  células	  T.	  De	  manera	  que	   la	  relación	  

entre	  la	  cantidad	  de	  células	  T	  reguladoras	  contra	  las	  células	  T	  efectoras	  y	  la	  disponibilidad	  

de	  antígeno	  determina	  la	  respuesta	  inmune.	  	  

	   Bajo	  este	  modelo,	  en	  condiciones	  basales,	  las	  células	  presentadoras	  circulan	  por	  los	  

diversos	   tejidos	   y	   son	   capaces	   de	   fagocitar	   y	   presentar	   antígenos	   locales	   sin	   llegar	   a	   ser	  

activadas.	   Algunas	   de	   ellas	   serán	   capaces	   de	   llegar	   a	   los	   órganos	   linfoides	   secundarios	   y	  

presentar	  los	  antígenos	  tanto	  a	  las	  células	  T	  reguladoras	  como	  a	  las	  efectoras	  (64).	  En	  este	  

caso,	   no	   se	   montará	   una	   respuesta	   ya	   que	   las	   células	   efectoras	   no	   serán	   activadas	  

completamente	   y	   la	   presentación	   de	   antígenos	   por	   las	   células	   presentadoras	   inmaduras	  

será	  principalmente	  a	  las	  células	  T	  reguladoras	  gracias	  a	  que	  sus	  receptores	  poseen	  mayor	  

afinidad	  que	  los	  de	  las	  células	  efectoras	  (65).	  	  



	   En	   condiciones	   de	   infección,	   las	   células	   presentadoras	   serán	   activadas	   por	   la	  

presencia	   del	   agente	   patógeno,	   por	   lo	   que	   un	   mayor	   número	   de	   células	   presentadoras	  

llegarán	   a	   los	   órganos	   linfoides	   secundarios	   y	   expondrán	   tanto	   antígenos	   del	   patógeno	  

como	   antígenos	   propios.	   La	   gran	   disponibilidad	   de	   antígeno	   derivado	   del	   patógeno	   será	  

suficiente	  para	  sobrepasar	  la	  activación	  de	  las	  células	  T	  reguladoras	  y	  permitir	  la	  expansión	  

de	  las	  efectoras.	  Sin	  embargo,	  bajo	  estas	  condiciones	  de	  proliferación	  también	  se	  dividen	  las	  

células	  T	  reguladoras,	  por	   lo	  que,	  una	  vez	  que	  se	  ha	  eliminado	  al	  patógeno,	  el	  número	  de	  

células	   reguladoras,	   así	   como	   la	  mayor	   afinidad	   de	   sus	   receptores	   y	   la	   disponibilidad	   de	  

péptidos,	  permitirá	  una	  activación	  preferencial	  de	  éstas	  células	  y	  por	  lo	  tanto,	  el	  control	  de	  

la	  respuesta	  de	  las	  células	  efectoras	  (revisado	  en	  (66)).	  

	  

b. Desarrollo	  de	  los	  linfocitos	  T	  y	  las	  células	  nTregs	  

	   Tanto	   la	   generación	   de	   células	   T	   maduras,	   capaces	   de	   discriminar	   y	   reconocer	  

antígenos	   propios	   o	   extraños	   en	   un	   organismo,	   como	   la	   generación	   de	   las	   células	   T	  

reguladoras	   “naturales”	   depende	   de	   la	   selección	   de	   sus	   progenitores	   linfoides	   durante	   la	  

maduración	  en	  el	  timo.	  En	  términos	  generales,	  este	  proceso	  de	  maduración	  se	  lleva	  a	  cabo	  

en	  el	  timo	  y	  se	  divide	  en	  tres	  principales	  etapas	  que	  se	  caracterizan	  por	  la	  expresión	  de	  los	  

co-‐receptores	   CD4	   y	   CD8:	   el	   estadio	   Doble	   Negativo	   (DN,	   CD4-‐CD8-‐),	   el	   estadio	   Doble	  

Positivo	  (DP,	  CD4+CD8+)	  y	  el	  estadio	  Positivo	  Sencillo	  (SP,	  por	  sus	  siglas	  en	  inglés,	  CD4+CD8-‐	  

ó	  CD4-‐CD8+)(Figura	  1).	  	  

	   Anatómicamente,	   cada	   una	   de	   estas	   subpoblaciones	   tímicas	   se	   encuentran	  

localizadas	  en	  regiones	  particulares	  del	   timo.	  Los	  progenitores	  provenientes	  de	   la	  médula	  

ósea	  entran	  en	  el	  timo	  a	  través	  de	  vénulas	  cercanas	  a	  la	  región	  cortico-‐medular	  y	  a	  partir	  de	  
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este	  punto,	  migran	  como	  timocitos	  DN	  hacia	  la	  región	  subcapsular	  y	  posteriormente	  hacia	  

la	   corteza	   del	   timo,	   en	   donde	   se	   diferencian	   a	   timocitos	  DP.	   Finalmente	   los	   timocitos	  DP	  

llegan	  a	  la	  región	  medular	  como	  timocitos	  maduros	  CD4+CD8-‐	  ó	  CD4-‐CD8+	  	  (revisado	  en	  (67-‐

70)).	  

	   El	  estadio	  DN	  se	  subdivide	  en	  cuatro	  subpoblaciones	  basadas	  en	  la	  expresión	  de	  las	  

moléculas	   CD44	   y	   CD25:	   el	   estadio	   DN1	   (CD44+CD25-‐),	   el	   estadio	   DN2	   (CD44+CD25+),	   el	  

estadio	   DN3	   (CD44-‐CD25+)	   y	   el	   estadio	   DN4	   (CD44-‐CD25-‐)(revisado	   en	   (71)).	   Durante	   el	  

estadio	  DN	  se	   lleva	  a	  cabo	  el	  rearreglo	  de	   la	  cadena	  TCRβ,	  que	  en	  conjunto	  con	   la	  cadena	  

preTα,	   forman	   el	   preTCR	   ((72)	   y	   revisado	   en	   (73)).	   La	   señalización	   a	   través	   de	   este	  

receptor,	   conocida	   como	   “Selección	   β”,	   permite	   la	   diferenciación	   del	   estadio	   DN3-‐DN4	   al	  

estadio	  de	  DP.	  Originalmente	  se	  demostró	  que	  la	  señalización	  de	  este	  receptor	  “inmaduro”	  

era	   independiente	   de	   ligando,	   ya	   que	   la	   expresión	   de	   cadenas	   carentes	   de	   los	   dominios	  

extracelulares	   de	   la	   cadena	   pre-‐Tα,	   recuperaba	   la	   generación	   de	   células	   T	   en	   ratones	  

deficientes	   de	   las	   enzimas	   de	   recombinación	   (Rag-‐/-‐	   y	   scid-‐/-‐)	   (74).	   Sin	   embargo,	   se	  

desconocían	   los	  mecanismos	   que	   permitían	   una	   señalización	   autónoma	   de	   este	   receptor.	  

Posteriormente	  se	  propuso	  que	  la	  oligomerización	  de	  este	  receptor	  por	  dominios	  presentes	  

en	   la	   región	   proximal	   a	   la	   membrana	   de	   la	   cadena	   pre-‐Tα,	   así	   como	   su	   constante	  

internalización,	  son	  factores	  cruciales	  para	  inducir	  las	  señales	  de	  diferenciación	  del	  estadio	  

DN	  al	  DP	  (75,	  76).	  Entre	  los	  eventos	  que	  se	  inician	  como	  consecuencia	  de	  la	  señalización	  a	  

través	   del	   pre-‐TCR	   se	   encuentran:	   el	   inicio	   de	   una	   ronda	   de	   proliferación,	   el	   final	   de	   la	  

expresión	  de	  CD25,	  el	   final	  del	  rearreglo	  de	   la	  cadena	  TCRβ	  y	  el	   inicio	  del	  rearreglo	  de	   la	  

cadena	  TCRα	  (revisado	  en	  (70,	  77)).	  Las	  células	  que	  no	  son	  capaces	  de	  inducir	  una	  señal	  de	  

diferenciación	  a	  través	  de	  este	  receptor	  mueren	  por	  apoptosis.	  



	   Durante	  el	  estadio	  de	  DP,	  los	  timocitos	  expresan	  simultáneamente	  los	  co-‐receptores	  

CD4	   y	   CD8	   así	   como	   la	   forma	   madura	   del	   receptor	   TCRαβ.	   Este	   receptor	   les	   permite	  

reconocer	   péptidos	   endógenos	   expresados	   por	   células	   estromales	   tímicas	   y	   llevar	   a	   cabo	  

tres	  procesos	  de	  selección:	   la	  selección	  positiva,	   la	  selección	  negativa,	   la	  elección	  de	  linaje	  

CD4/CD8	   y	   su	   diferenciación	   a	   células	   T	   reguladoras.	   En	   términos	   generales,	   se	   ha	  

propuesto	   que	   los	   timocitos	   que	   reciben	   señales	   de	   avidez	   intermedia	   son	   seleccionados	  

“positivamente”,	  mientras	  que	  aquellos	  que	  no	  reciben	  alguna	  señal,	  mueren	  en	  un	  proceso	  

conocido	   como	   “muerte	   por	   negligencia”.	   Por	   otro	   lado,	   aquellos	   timocitos	   que	   reciben	  

señales	  de	  alta	  avidez,	  son	  eliminados	  en	  un	  proceso	  llamado	  “selección	  negativa”	  (revisado	  

en	   (78)).	   Este	   proceso	   de	   selección	   constituye	   uno	   de	   los	   principales	   mecanismos	   de	  

tolerancia.	   Finalmente,	   los	   timocitos	   seleccionados	   positiva	   y	   negativamente,	   sufren	   una	  

diferenciación	   final	   a	   los	   linajes	   CD4SP	   con	   fenotipo	   “cooperador”,	   CD8SP	   con	   fenotipo	  

“citotóxico”	   ó	   CD4+CD25+	   con	   fenotipo	  T	   regulador.	   El	  momento	   exacto	   en	  que	   se	   lleva	   a	  

cabo	  la	  diferenciación	  al	  fenotipo	  regulador	  está	  aún	  en	  controversia	  y	  será	  discutido	  más	  

adelante.	  	  

	  

c. Señalización	  a	  través	  del	  TCR	  (T	  Cell	  Receptor)	  

	   El	  primer	  evento	  posterior	  a	  la	  interacción	  entre	  el	  TCR	  y	  el	  complejo	  péptido-‐MHC	  

es	   la	   fosforilación	   de	   las	   regiones	   ITAM	   (“Immuno-‐receptor	   Tyrosine-‐based	   Activation	  

Motifs”)	   presentes	   en	   las	   regiones	   citoplásmicas	  de	   las	  proteínas	  del	   complejo	  TCRζ/CD3	  

por	  la	  cinasa	  Lck,	  miembro	  de	  la	  familia	  de	  cinasas	  Src	  ((79,	  80)	  y	  revisado	  en	  (81)).	  Esta	  

cinasa	  se	  recluta	  al	  complejo	  debido	  a	  su	  interacción	  con	  el	  dominio	  intracelular	  de	  los	  co-‐

receptores	  CD4	  y	  CD8	   ((82-‐84)).	  Una	  vez	   fosforiladas	   las	   regiones	   ITAM,	   funcionan	  como	  



sitios	  de	  reclutamiento	  para	  otras	  proteínas	  con	  regiones	  SH2,	  como	  la	  cinasa	  ZAP-‐70,	  de	  la	  

familia	  Syk.	  Esta	  cinasa	  se	  auto-‐fosforila	  y	  activa,	  y	  a	  su	  vez,	  es	  capaz	  de	   fosforilar	  a	  otras	  

proteínas,	   entre	   las	  que	   se	  encuentra	   la	  proteína	  adaptadora	  LAT	   ((85,	  86)	  y	   revisado	  en	  

(87)).	  LAT	  posee	  sitios	  de	  reclutamiento	  para	  distintas	  proteínas,	  como	  Grb2,	  GADS,	  PLCγ-‐1,	  

Itk	   y	   PI3K,	   que	   activan	   tres	   principales	   vías	   de	   señalización:	   la	   vía	   de	   las	   MAP	   cinasas	  

(MAPK,	   “Mitogen	   Activated	   Protein	   kinase”),	   la	   movilización	   de	   Ca2+	   intracelular	   y	   el	  

rearreglo	  del	   citoesqueleto	   (revisado	  en	   (88)).	  Estas	  vías	  de	   señalización	  convergen	  en	   la	  

activación	  de	   factores	  de	   transcripción	   involucrados	  en	   la	  activación	  y	  maduración	  de	   los	  

linfocitos	  T	  (Figura	  2).	  	  

	   La	  vía	  de	  las	  MAP	  cinasas	  es	  una	  cascada	  de	  vías	  de	  señalización	  que	  se	  caracterizan	  

por	   la	   fosforilación	   sucesiva	   de	   cinasas	   capaces	   de	   actuar	   sobre	   tirosinas	   y/o	   serinas	   y	  

treoninas,	   ó	   simplemente	   sobre	   serinas	   y	   treoninas.	   La	   vía	   está	   formada	   por	   una	   “cinasa	  

activada	   por	   mitógenos”	   (MAPK,	   “mitogen-‐activated	   protein	   kinase”),	   una	   cinasa	   que	  

fosforila	   a	   la	   MAPK	   en	   serina/treonina	   (MAKK,	   “MAP	   kinase	   kinase”)	   y	   una	   cinasa	   que	  

fosforila	   y	   activa	   a	   esta	   última	   (MAPKKK,	   “MAP	   kinase	   kinase	   kinase”).	   Existen	   tres	  

principales	  MAP	  cinasas:	  ERK-‐1	  y2,	  P38	  y	   JNK.	  La	  vía	  de	   las	  MAP	  cinasas	   se	  activa	  por	  el	  

reclutamiento	   de	   Sos,	   un	   factor	   intercambiador	   de	   nucleótido	   de	   guanina	   (GEF,	   “guanine	  

exchange	  factor”),	  a	  la	  proteína	  adaptadora	  Grb2.	  Esta	  ubicación,	  cercana	  a	  la	  membrana,	  le	  

permite	   activar	   a	  Ras	   (una	  proteína	  perteneciente	   a	   la	   familia	  de	   las	  GTPasas	  pequeñas),	  

que	  a	  su	  vez,	  interacciona	  y	  activa	  a	  Raf-‐1,	  la	  primer	  cinasa	  en	  la	  vía	  (MAPKKK).	  Raf-‐1	  activa	  

a	  MEK-‐1	  y	  2	  (MAKK),	  que	  a	  su	  vez	  activan	  a	  ERK-‐1	  y	  2	  (MAPK).	  Por	  otro	  lado,	  P38	  se	  activa	  

por	  MEK-‐3,	   4	   y	   6	   (MAPKK)	   y	   JNK	   por	  MEK-‐4	   y	   7.	   Una	   vez	   fosforiladas,	   ERK,	   P38	   y	   JNK	  
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translocan	  al	  núcleo	  y	  activan	  diversos	  factores	  de	  transcripción	  como:	  Ets,	  Elk-‐1,	  NF-‐AT	  y	  

el	  complejo	  AP-‐1	  (Fos-‐Jun)	  (revisado	  en	  (89)).	  

	   La	  movilización	  de	  Ca2+	   intracelular	  comienza	  con	   la	  activación	  de	  PLCγ-‐1	  por	  Lck,	  

ZAP-‐70	   y	   las	   cinasas	  de	   la	   familia	  Tec:	   Itk	   y	  Rlk	   (90-‐92).	   La	  PLCγ-‐1	  hidroliza	   el	   fosfatidil	  

inositol	   difosfato	   (PI(4,5)P2)	   presente	   en	   la	  membrana	   citoplásmica,	   en	   fosfatidil	   inositol	  

trifosfato	   (IP3)	   y	   diacil	   glicerol	   (DAG).	   El	   IP3	   se	   une	   a	   su	   receptor	   (IP3R)	   en	   el	   retículo	  

endoplásmico	   permitiendo	   la	   salida	   de	   Ca2+	   presente	   en	   este	   organelo.	   El	   aumento	   en	   la	  

concentración	  de	  Ca2+	  en	  el	  citoplásma	  activa	  canales	   localizados	  en	   la	  membrana	  celular,	  

llamados	  canales	  CRAC	  (Ca2+	  release-‐activated	  Ca2+	  channels),	  y	  esto	  permite	  a	  su	  vez,	  una	  

segunda	  entrada	  de	  Ca2+	  al	  citoplasma	  del	  linfocito.	  El	  Ca2+	  se	  une	  y	  activa	  a	  la	  fosfatasa	  de	  

serina/treonina,	  Calcineurina,	  que	  actúa	  sobre	  el	   factor	  de	   transcripción	  NF-‐AT	  y	  permite	  

su	  translocación	  al	  núcleo	  (revisado	  en	  (93,	  94)).	  

	   Por	  otro	  lado,	  el	  DAG	  recluta	  a	  la	  cinasa	  de	  serina/treonina	  PKC-‐θ	  a	  la	  membrana	  en	  

donde	  es	  activada	  por	  Lck.	  PKC-‐θ	  está	  involucrada	  en	  la	  activación	  de	  algunos	  miembros	  de	  

la	   familia	   de	   las	   MAP	   cinasas	   como	   JNK	   y	   MKK4	   (95).	   Adicionalmente,	   PKC-‐θ,	   así	   como	  

PKCα,	  se	  han	  involucrado	  en	  la	  activación	  de	  IKK	  y	  la	  activación	  del	  factor	  de	  transcripción	  

NF-‐kB	   en	   respuesta	   a	   la	   activación	   del	   TCR	   y	   la	   co-‐estimulación	   por	   CD28	   (96).	   El	   DAG	  

recluta	   también	   al	   factor	   intercambiador	   de	   núcleotidos	   de	   guanina	   RasGRP	   (Ras	   guanyl	  

nucleotide-‐releasing	   protein),	   que	   a	   su	   vez,	   activa	   Ras	   y	   consecuentemente,	   la	   vía	   de	   las	  

MAP	  cinasas	  (97).	  

	   El	   re-‐arreglo	   del	   citoesqueleto	   es	   también	   un	   evento	   imprescindible	   en	   la	  

señalización	  del	  TCR	  ya	  que	  está	   involucrado	  en	  mantener	   la	  estabilidad	  de	   la	   interacción	  

del	   complejo	   TCR/MHC-‐péptido	   favoreciendo	   la	   formación	   de	   una	   sinapsis	   inmunológica	  



madura	  (revisado	  en	  (98,	  99)).	  El	  rearreglo	  del	  citoesqueleto	  comienza	  con	  la	  interacción	  de	  

la	   molécula	   adaptadora	   SLP-‐76	   con	   LAT,	   que	   a	   su	   vez	   recluta	   al	   intercambiador	   de	  

núcleotidos	   de	   guanina,	   Vav	   y	   quien	   es	   fosforilado	   por	   ZAP-‐70.	   Vav	   se	   asocia	   con	   las	  

proteínas	   ancladoras	   de	  membrana	   Vinculina	   y	   Talina,	   quienes	   están	   involucrados	   en	   la	  

unión	  de	  F-‐actina	  a	  la	  membrana.	  Vav	  activa	  además	  al	  complejo	  Wasp/Arp2/3	  a	  través	  de	  

la	  GTPasa	  Cdc42,	  iniciando	  el	  proceso	  de	  polimerización	  de	  actina	  (revisado	  en	  (100)).	  

	  

d. Modelos	  de	  selección	  de	  los	  linfocitos	  T	  “naïve”	  y	  nTregs.	  

	   Los	  procesos	  de	  selección	  positiva,	  negativa	  y	  la	  elección	  de	  linaje,	  garantizan	  que	  el	  

repertorio	   de	   linfocitos	   T	   sea	   capaz	   de	   reconocer	   antígenos	   extraños	   presentados	   por	  

moléculas	   del	   MHC	   propio,	   pero	   al	   mismo	   tiempo,	   permite	   erradicar	   la	   mayoría	   de	   las	  

clonas	  auto-‐reactivas	  que	  podrían	  causar	  daño	  al	  propio	  organismo.	  	  

	   Existen	  diversos	  modelos	  en	  los	  que	  se	  plantean	  diferencias	  en	  las	  características	  de	  

las	   señales	  que	   inducen	  uno	  u	  otro	  evento	  de	   selección	  y	  que	  podrían	  ayudar	  a	  entender	  

también	   los	   mecanismos	   moleculares	   involucrados	   en	   la	   diferenciación	   al	   fenotipo	  

regulador.	  	  

	  

i. Selección	  positiva	  y	  selección	  negativa	  

	   Para	   la	   selección	   positiva/negativa	   se	   propusieron	   dos	   modelos	   para	   la	  

discriminación	   de	   las	   señales:	   un	   modelo	   cualitativo,	   que	   proponía	   que	   péptidos	  

excluyentes	  inducían	  señales	  distintas	  capaces	  de	  promover	  ya	  sea	  la	  selección	  positiva	  o	  la	  

selección	  negativa	  de	  las	  clonas;	  y	  el	  modelo	  cuantitativo	  o	  de	  “afinidad”,	  que	  proponía	  que	  



señales	  de	  baja	  avidez,	  seleccionaban	  positivamente,	  mientras	  que	  péptidos	  de	  alta	  avidez,	  

seleccionaban	  negativamente	  (revisado	  en	  (101)).	  

	   El	  modelo	   cualitativo	   fue	  apoyado	  por	  estudios	  en	   los	  que	  mediante	   la	   interacción	  

con	   péptidos	   no	   estimulatorios	   (antagonistas)	   se	   seleccionaban	   positivamente	   a	   los	  

timocitos;	   mientras	   que	   la	   interacción	   con	   péptidos	   agonistas,	   inducían	   deleción	   clonal	  

(102).	   	  Estudios	  adicionales	  demostraron	  que	   la	   interacción	  de	  péptidos	  alterados	  podían	  

transmitir	   señales	   “cualitativamente”	   distintas	   y	   que	   estas	   señales	   repercutían	   en	   la	  

fosforilación	  de	  la	  cadena	  TCRζ	  y	  la	  activación	  de	  la	  cinasa	  ZAP-‐70	  (103).	  	  

	   El	  modelo	  “cuantitativo”	  o	  “de	  avidez”	  no	  sólo	  tomaba	  en	  consideración	  las	  señales	  

transducidas	   por	   el	   TCR,	   sino	   también	   otras	   señales	   como	   las	   de	   las	   moléculas	  

coestimuladoras,	   moléculas	   de	   adhesión	   y	   algunos	   factores	   de	   crecimiento	   que	   se	  

encuentran	   dentro	   del	   ambiente	   tímico	   durante	   la	   maduración	   de	   los	   timocitos.	   De	   esta	  

manera,	  señales	  de	  alta	  avidez	  inducidas	  por	  una	  alta	  concentración	  de	  péptido	  o	  una	  baja	  

concentración	  de	  un	  péptido	  de	   alta	   afinidad,	   podrían	   inducir	   la	  muerte	  de	   los	   timocitos.	  

Por	  el	   contrario,	   altas	   concentraciones	  de	   los	  péptidos	  de	  baja	  afinidad,	   las	   células	   serían	  

seleccionadas	  positivamente,	  puesto	  que	  mantendrían	  un	  nivel	  de	  avidez	  bajo	  (104,	  105).	  

	   Para	   intentar	   entender	   el	   mecanismo	   molecular	   a	   través	   del	   cual	   el	   TCR	   puede	  

discriminar	   las	   señales	   que	   inducen	   selección	   positiva	   versus	   negativa,	   se	   analizaron	   las	  

características	  a	  nivel	  de	  señalización	  del	  TCR	  que	  podrían	  definir	  el	  destino	  de	  las	  células.	  

A	  nivel	  de	  fosforilación	  del	  complejo	  TCRζ/CD3	  (106),	  como	  se	  mencionó	  anteriormente,	  el	  

nivel	  de	  fosforilación	  de	  la	  cadena	  TCRζ	  es	  mayor	  en	  presencia	  de	  ligandos	  que	  seleccionan	  

negativamente,	  mientras	  que	  se	  observa	  una	  fosforilación	  parcial	  en	  presencia	  de	  ligandos	  

que	   inducen	   selección	   negativa	   (106).	   Otros	   trabajos	   demuestran	   que	   existe	   una	  



fosforilación	  diferencial	  en	  presencia	  de	  péptidos	  asociados	  a	  la	  selección	  positiva.	  En	  este	  

caso,	   la	   eliminación	   del	   péptido	   de	   conexión	   de	   la	   cadena	   TCRα	   (αCPM,	   “α	   connecting	  

peptide”)	  o	  la	  cadena	  CD3δ	  afectan	  la	  selección	  positiva	  pero	  no	  tiene	  efecto	  en	  la	  selección	  

negativa	  (107),	   	  a	  pesar	  de	  que	  otros	  autores	  demostraron	  que	  la	  deficiencia	  en	  la	  cadena	  

CD3δ	  afecta	  tanto	  a	  la	  selección	  positiva	  como	  a	  la	  negativa	  (108).	  

	   Con	  respecto	  a	  moléculas	  cascada	  abajo	  en	  la	  señalización	  del	  TCR,	  se	  ha	  propuesto	  

que	   la	   fosforilación	   de	   la	   proteína	   adaptador	   a	   LAT	   juega	   un	   papel	   importante	   en	   la	  

definición	   de	   las	   señales	   que	   inducen	   selección	   positiva	   versus	   negativa.	   Una	   de	   las	  

moléculas	  cruciales	  que	  se	  reclutan	  a	  LAT	  y	  tienen	  un	  papel	  importante	  en	  este	  evento	  de	  

selección	  es	   la	  PLCγ-‐1,	   ya	  que	  al	   eliminar	  el	   sitio	  de	  anclaje	  de	  esta	   fosfolipasa	   se	  afectan	  

ambos	  procesos	  de	  selección	  (109).	  Por	  otro	  lado,	   	  el	  análisis	  de	  los	  ratones	  heterocigotos	  

para	  la	  deleción	  de	  Grb2	  (Grb2	  +/-‐)	  se	  demostró	  que	  esta	  proteína	  no	  era	  requerida	  para	  la	  

selección	   negativa	   pero	   sí	   para	   la	   selección	   positiva.	   Estos	   estudios	   proponen	   que	   la	  

interacción	   con	   péptidos	   relacionados	   con	   señales	   de	   selección	   positiva	   inducen	   una	  

fosforilación	   parcial	   de	   LAT,	   con	   lo	   que	   se	   permite	   la	   activación	   de	   la	   vía	   de	   PLC-‐γ1,	   la	  

producción	  de	  DAG	  y	   la	   inducción	  de	   flujos	  de	  calcio	  (110).	  Estos	  eventos	  son	  capaces	  de	  

activar	  RasGRP	  e	  inducir	  una	  activación	  baja	  y	  sostenida	  de	  ERK	  y	  NF-‐AT.	  Por	  otro	  lado,	  la	  

interacción	   del	   TCR	   con	   péptidos	   que	   inducen	   selección	   negativa	   muestran	   una	  

fosforilación	   completa	   de	   LAT,	   el	   reclutamiento	   del	   complejo	   Grb2/Sos	   y	   con	   ello	   una	  

activación	   fuerte,	   pero	   transitoria	   de	   las	   tres	   vías	   de	   las	   cinasas	   MAP:	   Erk,	   P38	   y	   JNK	  

(revisado	  en	  (78))	  (Figura	  3).	  	  

	   Crabtree	   y	   colaboradores,	   han	   aportado	   datos	   importantes	   que	   ayudan	   a	  

comprender	  los	  mecanismos	  moleculares	  involucrados	  en	  la	  selección	  positiva:	  mediante	  el	  
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análisis	   de	   ratones	   deficientes	   de	   Calcineurina	   y	   el	   factor	   de	   transcripción	   NF-‐AT,	   que	  

carecen	  de	  una	  subpoblación	  de	  timocitos	  “pre-‐seleccionados”	  con	  una	  mayor	  capacidad	  de	  

activar	   Erk	   y	   presentan	   una	   disminución	   en	   la	   selección	   positiva.	   Demostraron	   que	  	  

Calcineurina	   es	   requerida	   para	   la	   activación	   incrementada	   de	   Erk	   por	   péptidos	   de	   baja	  

avidez,	  por	   lo	  que	  es	   indispensable	  para	  la	  selección	  positiva	  pero	  no	  es	  necesaria	  para	   la	  

selección	  negativa	  inducida	  por	  péptidos	  de	  alta	  avidez	  (111).	  	  

	   Recientemente	   se	   describió	   una	  molécula	   cuya	   expresión	   está	   restringida	   al	   timo,	  

Themis	   (“thymus-‐expressed	  molecule	   involved	   in	   selection”)	  y	  que	  parece	   tener	  un	  papel	  

crucial	   el	   la	   selección	  positiva	  de	   los	   timocitos	   (112).	  Dos	  grupos	  de	   trabajo	  describieron	  

que	   la	   deficiencia	   de	   Themis	   repercute	   en	   una	   menor	   proporción	   de	   timocitos	   CD4SP	   y	  

CD8SP,	   sin	   	   embargo	   no	   tiene	   repercusión	   en	   procesos	   de	   selección	   negativa.	   En	   estos	  

trabajos,	  la	  caracterización	  de	  Themis	  como	  una	  proteína	  con	  un	  dominio	  rico	  en	  prolina	  y	  

con	  posibilidad	  de	  ser	  fosforilada	  en	  tirosina,	  la	  propone	  como	  un	  posible	  elemento	  en	  la	  vía	  

de	  señalización	  del	  TCR,	  ya	  que	  en	  ambos	  trabajos	  describen	  su	  interacción	  con	  	  Grb2	  (113,	  

114).	  

	  

ii. Elección	  de	  linaje	  CD4	  vs.	  CD8	  

	   Con	  respecto	  a	  la	  elección	  de	  linaje	  CD4	  vs.	  CD8,	  los	  primeros	  modelos	  se	  basaron	  en	  

el	  estudio	  de	  ratones	  deficientes	  para	  las	  moléculas	  co-‐receptoras	  o	  las	  del	  MHC,	  así	  como	  

algunas	  modificaciones	   a	   la	   expresión	   de	   las	  mismas	   (115-‐118)	   a	   partir	   de	   los	   cuales	   se	  

propusieron	  también	  diversos	  modelos:	  	  

	  

	  



1. Modelo	  estocástico	  o	  selectivo	   	  

	   El	   modelo	   estocástico	   o	   selectivo	   propone	   que	   todos	   los	   timocitos	   “terminan”	   la	  

expresión	  de	  uno	  de	  los	  co-‐receptores	  “al	  azar”,	  antes	  o	  durante	  la	  selección	  positiva	  y	  sólo	  

aquellos	   timocitos	   cuyo	   TCR	   corresponda	   al	   co-‐receptor	   adecuado	   (TCR	   específico	   para	  

MHC-‐I	  y	  CD8	  ó	  TCR	  específico	  para	  MHC-‐II	  y	  CD4)	  podrán	  ser	  seleccionados	  positivamente.	  

De	   otra	   manera,	   no	   serán	   capaces	   de	   recibir	   una	   señal	   de	   supervivencia	   y	   morirán	   por	  

apoptosis	  (Figura	  4A).	  

	   Este	  modelo	  fue	  propuesto	  basado	  en	  análisis	  de	  ratones	  deficientes	  para	  moléculas	  

del	   MHC.	   En	   particular,	   ratones	   deficientes	   para	   MHC	   clase	   II	   mostraban	   una	   población	  

intermedia	   de	   timocitos	   (CD4+CD8bajo).	   La	   población	   contraria	   (CD4bajoCD8+)	   se	   encontró	  

también	   en	   los	   ratones	   deficientes	   para	   MHC	   clase	   I	   (119).	   La	   presencia	   de	   estas	  

poblaciones	   apoyaba	   la	   idea	   de	   que	   la	   elección	   de	   linaje	   no	   dependía	   como	   primera	  

instancia	  de	  la	  señalización	  inducida	  a	  través	  del	  TCR.	  

	   Un	  trabajo	  realizado	  por	  Leung	  y	  colaboradores,	  en	  el	  que	  se	  elimina	  la	  secuencia	  del	  

silenciador	  de	  CD4	  manteniendo	   la	   expresión	  de	   esta	  molécula	   en	   timocitos	  DP	  y	  CD8SP,	  

determinó	  que	  existe	  una	  generación	  de	   linfocitos	  CD8+	  con	  fenotipo	  citotóxico	  (CTL)	  que	  

mantienen	  la	  expresión	  de	  CD4	  y	  que	  están	  restringidos	  a	  moléculas	  del	  MHC	  Clase	  II	  (120).	  	  

Estos	  datos	  apoyaron	  el	  modelo	  de	  selección	  estocástico	  ya	  que	  la	  presencia	  del	  co-‐receptor	  

CD4	  no	  modifica	  el	  fenotipo	  final	  de	  los	  linfocitos	  en	  periferia.	  

	  

2. Modelo	  instructivo	  

	   El	   modelo	   instructivo	   por	   su	   parte,	   propone	   que	   la	   señal	   transducida	   por	   la	  

interacción	  del	  TCR/co-‐receptor/MHC/péptido	  dirige	  la	  elección	  de	  linaje.	  De	  esta	  manera,	  
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un	  TCR	  restringido	  a	  moléculas	  MHC-‐II	  induce	  la	  regulación	  negativa	  de	  CD8,	  mientras	  que	  

TCR	  específicos	  para	  moléculas	  MHC-‐I,	  “apagan”	  la	  expresión	  de	  CD4	  (Figura	  4B).	  

	   Este	  modelo	   se	   basó	   en	   la	   observación	  que	  TCR’s	   específicos	   para	  moléculas	  MHC	  

clase	  II	  se	  diferenciaban	  a	  células	  CD4+,	  mientras	  que	  TCR’s	  específicos	  para	  moléculas	  MHC	  

clase	   I	   se	   diferenciaban	   a	   células	   CD8+	   ((121-‐124)	   y	   revisado	   en	   (125)).	   Los	   primeros	  

trabajos	   que	   apoyaron	   el	   modelo	   instructivo	   se	   basaban	   en	   el	   estudio	   de	   modelos	  

deficientes	  para	  los	  co-‐receptores	  (CD4null	  /CD8null	  mice)	  en	  los	  que	  se	  observaba	  una	  falta	  

de	   generación	   de	   células	   específicas	   para	   MHC-‐II	   y	   MHC-‐I,	   respectivamente	   (126,	   127).	  

También	  se	  observó	  que	  la	  expresión	  forzada	  de	  CD8	  bajo	  el	  promotor	  de	  CD2,	  aumentaba	  

la	  selección	  de	  células	  restringidas	  para	  MHC-‐I,	  sin	  afectar	   la	  diferenciación	  a	  CD4+	  (128).	  

Otros	  trabajos	  en	  los	  que	  expresaban	  mutantes	  de	  las	  cadenas	  CD8α	  o	  CD8β,	  mostraron	  una	  

deficiencia	  en	  la	  generación	  de	  células	  CD8+	  (126,	  128,	  129).	  Finalmente,	  diversos	  estudios	  

en	   los	   que	   se	   intercambiaban	   los	   dominios	   trasmembranales/citoplásmicos	   de	   CD8	  

colocando	   los	   de	   CD4	   en	   ratones	   transgénicos	   para	   un	   TCR	   específico	   para	   MHC-‐I,	   se	  

observó	  que	  se	  generaba	  un	  gran	  número	  de	  células	  TCR-‐específicas	  CD4+CD8-‐	  con	  fenotipo	  

“cooperador”.	   Todos	   estos	   datos	   apoyaban	   la	   teoría	   que	   el	   dominio	   citoplásmico	   del	   co-‐

receptor	  era	  el	  responsable	  de	  la	  elección	  de	  linaje	  (130-‐132).	  	  Sin	  embargo,	  más	  adelante,	  

la	   expresión	  de	  estos	  híbridos	  de	  CD8-‐CD4	  en	  ausencia	  de	   la	   cadena	  CD8α	  mostraron	  un	  

gran	   número	   de	   células	   restringidas	   para	   MHC-‐I	   con	   fenotipo	   tanto	   “citotóxico”	   como	  

“cooperador”,	  lo	  que	  sugería	  que	  el	  dominio	  citoplásmico	  de	  CD4,	  más	  que	  inducir	  una	  señal	  

de	  elección	  de	  linaje,	  aumentaba	  la	  selección	  positiva	  (133).	  

	   Una	   versión	   modificada	   del	   modelo	   instructivo	   fue	   el	   modelo	   “asimétrico”,	   que	  

proponía	   que	   la	   diferenciación	   al	   fenotipo	   CD4+	   era	   un	   proceso	   que	   se	   llevaba	   a	   cabo	  



siempre	   y	   de	   manera	   independiente	   a	   la	   interacción	   con	   el	   MHC,	   mientras	   que	   la	  

diferenciación	  a	  CD8+	  requería	  tanto	  la	  expresión	  del	  MHC-‐I	  como	  su	  interacción	  con	  el	  TCR	  

(129).	   Además,	   se	   describieron	   algunas	   señales	   específicas	   para	   CD8	   que	   involucraban	  

algunas	   moléculas	   independientes	   del	   TCR	   como	   Notch,	   una	   familia	   de	   receptores	  

membranales	  involucrados	  en	  diversos	  procesos	  de	  elección	  de	  linaje	  (134).	  Sin	  embargo,	  

posteriormente	   se	  describió	  que	   tanto	  el	   fenotipo	  CD4	  como	  el	  CD8	  requieren	  de	   señales	  

independientes	  del	  TCR,	   como	  Notch,	   así	   como	  de	   citocinas	  y/o	   factores	  de	   transcripción	  

específicos	  que	  serán	  descritos	  más	  adelante.	  

	   	  

3. Modelo	   de	   intensidad	   de	   la	   señal	   (Signal-strength	  

model)	  

	   Las	   evidencias	   con	   respecto	   al	   modelo	   instructivo	   no	   eran	   capaces	   de	   explicar	   la	  

elección	  de	  linaje,	  ya	  que	  implicaba	  que	  las	  señales	  transducidas	  por	  la	  interacción	  de	  TCR	  

con	   moléculas	   MHC-‐II	   debían	   ser	   “cualitativa-‐”	   o	   “cuantitativamente”	   diferentes	   de	   las	  

transducidas	   por	   la	   interacción	   TCR/MHC-‐I	   para	   promover	   la	   diferenciación	   a	   los	   linajes	  

CD4	   y	   CD8,	   respectivamente.	   Es	   por	   esto	   que	   diversos	   estudios	   con	   diferentes	   modelos	  

experimentales	  propusieron	  un	  modelo	  más	  preciso	  del	  modelo	  instructivo,	  conocido	  como	  

“Modelo	  de	  intensidad	  de	  señal”	  (Signal	  strength	  model).	  En	  este	  modelo,	  la	  intensidad	  de	  la	  

señal	  transducida	  a	  través	  del	  TCR	  es	  el	  factor	  que	  define	  la	  elección	  de	  linaje.	  Mientras	  que	  

células	   que	   reciben	   señales	   fuertes	   inducen	   la	   diferenciación	   a	   CD4+,	   señales	   de	   baja	  

intensidad	  inducen	  la	  diferenciación	  al	  fenotipo	  CD8+	  (Figura	  5A).	  

	   Este	   modelo	   fue	   inicialmente	   apoyado	   por	   ensayos	   en	   los	   que	   se	   inducía	   la	  

diferenciación	   al	   linaje	   CD4+	   por	   el	   entrecruzamiento	   del	   mismo	   con	   anticuerpos	   bi-‐



 p
-L

A
T 

 G
rb

2 
 J

N
K

 
 p

38
 

 G
at

a-
3 

 ↑
 L

ck
 

 A
ct

iv
id

ad
 s

os
te

ni
da

 d
e 

M
A

P
K

 
 N

o 
de

pe
nd

e 
de

 l
as

 s
eñ

al
es

 d
e 

N
ot

ch
-1

 

 ↓
 L

ck
 

 A
ct

iv
id

ad
 t

ra
ns

it
or

ia
 d

e 
M

A
P

K
 

D
ep

en
de

 
de

 
la

s 
se

ña
le

s 
in

du
ci

da
s 

po
r 

N
ot

ch
-1

 

A
) 

In
te

ns
id

ad
 d

e 
se

ña
l (

In
te

ns
id

ad
 o

 d
ur

ac
ió

n 
de

 la
 s

eñ
al

) 

Ti
em

po
 

In
te

ns
id

ad
 d

e 
se

ña
l 

C
D

8 

C
D

4 

B
) 

M
od

el
o 

de
 s

eñ
al

iz
ac

ió
n 

ci
né

ti
ca

 

D
P 

In
te

rm
ed

ia
ri

o 
C

D
4+

C
D

8b
aj

o 

D
if

er
en

ci
ac

ió
n 

a 
C

D
4 

D
if

er
en

ci
ac

ió
n 

a 
C

D
8 

A
us

en
ci

a 
de

 s
eñ

al
 

de
l T

C
R

 

Se
ña

l d
el

 T
C

R
 

co
nt

in
ua

 

“C
or

ec
ep

to
r 

re
ve

rs
al

” 

Fi
gu
ra
	  5
.	  M

od
el
os
	  d
e	  
la
	  I
n
te
n
si
d
ad
	  d
e	  
se
ñ
al
	  y
	  s
eñ
al
iz
ac
ió
n
	  c
in
ét
ic
a	  
d
e	  
la
	  e
le
cc
ió
n
	  d
e	  
li
n
aj
e	  
CD
4
	  v
s.
	  C
D
8
.	  A
)	  E
l	  m

od
el
o	  
de
	  in
te
ns
id
ad
	  d
e	  

se
ña
l”	  
(S
ig
na
l	  s
tr
en
gt
h	  
m
od
el
)	  p
ro
po
ne
	  q
ue
	  la
	  in
te
ns
id
ad
	  d
e	  
la
	  s
eñ
al
	  tr
an
sd
uc
id
a	  
a	  
tr
av
és
	  d
el
	  T
CR
	  d
eW
in
e	  
la
	  e
le
cc
ió
n	  
de
	  li
na
je
.	  L
as
	  c
él
ul
as
	  q
ue
	  

re
ci
be
n	  
se
ña
le
s	  f
ue
rt
es
	  in
du
ce
n	  
la
	  d
ife
re
nc
ia
ci
ón
	  a
	  C
D4

+ ,	  
m
ie
st
ra
s	  q
ue
	  se
ña
le
s	  d
e	  
ba
ja
	  in
te
ns
id
ad
	  in
du
ce
n	  
la
	  d
ife
re
nc
ia
ci
ón
	  a
l	  f
en
ot
ip
o	  
CD
8+
.	  B
)	  

El
	  m
od
el
o	  
de
	  s
eñ
al
iz
ac
ió
n	  
“c
in
ét
ic
a”
	  p
ro
po
ne
	  q
ue
	  la
	  “
du
ra
ci
ón
”	  
de
	  la
	  s
eñ
al
	  t
ra
ns
du
ci
da
	  p
or
	  e
l	  T
CR
	  d
et
er
m
in
a	  
la
	  e
le
cc
ió
n	  
de
	  li
na
je
.	  E
n	  
es
te
	  

m
od
el
o	  
la
	  s
eñ
al
	  d
el
	  T
CR
	  i
nd
uc
e	  
la
	  r
eg
ul
ac
ió
n	  
ne
ga
tiv
a	  
de
l	  
co
-‐r
ec
ep
to
r	  
CD
8,
	  g
en
er
an
do
	  l
a	  
po
bl
ac
ió
n	  
in
te
rm
ed
ia
	  C
D4

+ C
D8

ba
jo
,	  
ca
pa
z	  
de
	  

di
fe
re
nc
ia
rs
e	  
a	  
am

bo
s	  
lin
aj
es
.	  S
i	  l
a	  
se
ña
l	  c
on
tin
úa
,	  s
e	  
te
rm
in
ar
á	  
la
	  e
xp
re
si
ón
	  d
e	  
CD
8	  
y	  
se
	  d
ife
re
nc
ia
rá
	  a
	  C
D4

+ .	  
Si
	  la
	  s
eñ
al
	  c
es
a,
	  e
nt
on
ce
s	  
se
	  

te
rm
in
ar
á	  
la
	  e
xp
re
si
ón
	  d
e	  
CD
4	  
y	  
re
ex
pr
es
ar
á	  
CD
8,
	  p
ro
ce
so
	  ll
am

ad
o	  
“c
on
ve
rs
ió
n	  
de
	  co
-‐r
ec
ep
to
r”
	  (“
Co
re
ce
pt
or
	  re
ve
rs
al
”)
.	  



específicos	  para	  CD3/CD4	  ó	  CD3/CD8	  (135).	  Este	  efecto	  era	  independiente	  de	  la	  interacción	  

con	  el	  MHC	  y	  era	  menos	  eficiente	  cuando	  se	  entrecruzaba	  CD3	  y	  CD8.	  En	  este	  mismo	  trabajo	  

se	   demostró	   que	   la	   diferenciación	   al	   fenotipo	   CD8+	   se	   obtenía	   entrecruzando	   solamente	  

CD3	   ((136)	   y	   revisado	   en	   (137));	   lo	   que	   sugería	   que	   se	   requiere	   una	   mayor	   señal	   para	  

diferenciar	   al	   fenotipo	   “cooperador”.	   Estos	   estudios	   demostraron	   adicionalmente	   que	   el	  

entrecruzamiento	  con	  los	  anticuerpos	  anti-‐CD3	  y	  CD4	  inducían	  una	  mayor	  fosforilación	  de	  

la	   cadena	   TCRζ,	   CD3ε,	   ZAP-‐70	   (136)	   y	   la	   vía	   de	   las	   cinasas	  MAP	   (138);	  mientras	   que	   el	  

entrecruzamiento	  con	  anti-‐CD3	  exclusivamente,	  inducía	  sólo	  la	  fosforilación	  de	  TCRζ	  y	  una	  

fosforilación	   parcial	   de	   ZAP-‐70	   (136).	   Más	   adelante,	   otros	   estudios	   contribuyeron	   a	  

reinterpretar	   los	   resultados	   ya	   que	   al	   aumentar	   las	   concentraciones	   de	   anti-‐CD3	   o	   la	  

concentración	   de	   péptido	   en	   cultivos	   de	   timo,	   no	   se	   favorecía	   la	   diferenciación	   al	   linaje	  

CD4+,	  pero	  se	  aumentaba	  la	  selección	  negativa	  (101,	  139,	  140).	  

	  

4. Modelo	  de	  la	  duración	  de	  la	  señal	  

	   Germain	  y	  colaboradores	  propusieron	  el	  modelo	  de	  la	  duración	  de	  la	  señal	  con	  base	  

en	   resultados	  en	   los	  que	  utilizaron	  un	  modelo	  de	   cultivo	  de	   timo	  de	   “dos-‐pasos”.	  En	  este	  

modelo,	   	  el	  primer	  paso	  consiste	  en	  cultivar	  timocitos	  DP	  de	  un	  ratón	  TCR	  transgénico	  en	  

presencia	  de	  péptidos	  que	  inducen	  selección	  positiva.	  Posteriormente,	  en	  el	  segundo	  paso,	  

los	   timocitos	   “pre-‐activados”	   (DP	   CD69alto)	   incubados	   en	   cultivos	   de	   re-‐agregación	   con	  

células	   estromales	   deficientes	   para	   moléculas	   del	   MHC	   y	   se	   analizó	   la	   generación	   de	  

poblaciones	   SP.	   Los	   autores	   concluyeron	   que	   el	   desarrollo	   dependía	   de	   la	   duración	   de	   la	  

señal	   durante	   el	   primer	   contacto,	   mientras	   que	   la	   duración	   del	   segundo	   contacto	   era	  

irrelevante	  (141,	  142).	  Es	  decir,	  señales	  de	  larga	  duración	  inducen	  la	  diferenciación	  a	  CD4+,	  



mientras	   que	   señales	   de	   corta	   duración	   inducen	   la	   diferenciación	   a	   CD8+	   (revisado	   en	  

(143)).	   Adicionalmente,	   en	   este	   modelo	   se	   estudió	   el	   papel	   de	   Notch,	   una	   molécula	  

relacionada	   con	   diversos	   eventos	   de	   elección	   de	   linaje	   y	   se	   concluyó	   que	   aunque	   su	  

participación	   no	   eran	   esencial	   para	   la	   diferenciación	   al	   linaje	   CD8;	   era	   necesaria	   para	   la	  

maduración	  completa	  de	  los	  timocitos	  comprometidos	  al	  linaje	  CD8	  (Figura	  5A).	  	  

	  

5. Modelo	  de	  señalización	  “cinética”	  (“Kinetic	  signaling”)	  

	   El	   modelo	   de	   señalización	   “cinética”	   fue	   propuesto	   por	   Singer	   y	   colaboradores;	   y	  

también	   sugiere	  que	   la	   “duración”	  más	  que	   la	   “intensidad”	  de	   la	   señal	   transducida	  por	   el	  

TCR	   determina	   la	   elección	   de	   linaje	   (revisado	   en	   (144)).	   La	   principal	   diferencia	   con	  

respecto	  al	  modelo	  de	  Germain	  et.	  al.	  radica	  en	  que	  la	  señal	  del	  TCR	  induce	  una	  regulación	  

negativa	   inicial	   del	   co-‐receptor	   CD8,	   generando	   la	   población	   intermedia	   CD4+CD8bajo,	  

descrita	   previamente	   (129).	   Esta	   problación	   “pre-‐comprometida”	   es	   aún	   capaz	   de	  

diferenciarse	  a	  ambos	  linajes	  y	  la	  diferencia	  dependerá	  del	  tiempo	  que	  persista	  la	  señal.	  Si	  

la	  señal	  que	  recibe	  el	  timocito	  continúa,	  se	  terminará	  la	  expresión	  de	  CD8	  y	  se	  diferenciará	  a	  

CD4+.	  Si	   la	   señal	   cesa,	  entonces	  se	   terminará	   la	  expresión	  de	  CD4	  y	  se	  volverá	  a	  expresar	  

CD8,	   mediante	   un	   proceso	   llamado	   “conversión	   de	   co-‐receptor”	   (“Coreceptor	   reversal”)	  

(Figura	   5B).	   En	   estos	   ensayos,	   se	   utilizaron	   cultivos	   secuenciales	   en	   los	   que	   primero	   se	  

estimularon	   los	   timocitos	   en	   presencia	   de	   PMA	   (Phorbol	   12-‐myristate	   acetate)	   +	  

Ionomicina	   (cultivo	  de	  estimulación)	  y	  posteriormente	  se	   incubaban	  en	  presencia	  de	   IL-‐7	  

(cultivos	   de	   recuperación)	   por	   11	   días.	   Estos	   ensayos	   también	   concluyeron	   que	   la	  

diferenciación	   hacia	   el	   linaje	   CD8	   requería	   de	   la	   presencia	   de	   IL-‐7	   y	   que	   la	   señalización	  

inducida	  por	  esta	  citocina	  era	  inhibida	  por	  el	  TCR.	  	   	  



Algunas	   de	   las	   aseveraciones	   de	   este	   modelo	   son:	   1)	   la	   intensidad	   de	   señal	  

determina	  el	  número	  de	  timocitos	  que	  serán	  seleccionados,	  mientras	  que	  la	  duración	  de	  la	  

señal,	   determinará	   el	   linaje	   al	   cual	   se	   diferenciarán.	   2)	   El	   tiempo	  que	   se	  mantenga	   el	   co-‐

receptor	  en	  la	  interacción	  TCR/MHC/péptido	  definirá	  el	   linaje,	  más	  que	  el	  co-‐receptor	  per	  

se.	   	   3)	   La	   duración	   de	   la	   señal	   dependerá	   principalmente	   de	   la	   afinidad	   del	   TCR	   por	   su	  

ligado,	  de	  manera	  que	  TCR’s	  de	  baja	   afinidad	   se	  diferenciarán	  a	   linaje	  CD8,	  mientras	  que	  

TCR’s	  de	  afinidad	  intermedia	  se	  diferenciarán	  al	  linaje	  CD4.	  Esto	  último,	  siempre	  y	  cuando	  

el	  co-‐receptor	  esté	  presente	  en	  la	  interacción	  para	  mantener	  una	  señal	  más	  alta	  que	  la	  que	  

induce	  la	  diferenciación	  al	  linaje	  CD8.	  Finalmente,	  TCR’s	  de	  alta	  afinidad,	  se	  diferenciarán	  al	  

fenotipo	  CD4,	  aún	  cuando	  el	   co-‐receptor	  no	  esté	  presente	  en	   la	   interacción	   (144)	   (Figura	  

5B).	  

	  

6. Análisis	  Bioquímico	  de	  la	  elección	  de	  linaje	  

	   Para	   entender	   los	   mecanismos	   que	   definen	   la	   elección	   de	   linaje	   es	   importante	  

describir	   las	   diferencias	   a	   nivel	   de	   las	   características	   del	   complejo	   TCR/co-‐

receptor/MHC/péptido	  y	  de	  las	  vías	  de	  señalización	  que	  se	  inducen	  por	  esta	  interacción	  en	  

presencia	  de	  uno	  u	  otro	  de	  los	  co-‐receptores.	  

	  

a. Los	  co-receptores	  y	  su	  asociación	  a	  Lck	  

	   Los	   co-‐receptores	   tienen	  dos	   funciones	   principales	   en	   la	   interacción	  TCR/MHC:	   1)	  

estabilizar	  la	  interacción	  TCR/MHC/péptido,	  ya	  que	  reconocen	  regiones	  no	  polimórficas	  en	  

la	  molécula	  del	  MHC	  ((145)	  y	  revisado	  en	  (146));	  y	  2)	  reclutar	  al	  complejo	  de	  señalización	  

TCRζ/CD3,	  a	   la	  cinasa	  Lck,	  mediante	  la	   interacción	  no	  covalente	  del	  dominio	  citoplásmico	  



de	  los	  co-‐receptores	  con	  las	  cisteínas	  C20	  y	  C22	  de	  la	  región	  N-‐terminal	  de	  esta	  cinasa	  (82-‐

84).	  Con	  respecto	  a	  este	  último	  punto,	  se	  ha	  descrito	  que	  la	  cinasa	  Lck	  se	  asocia	  de	  manera	  

más	  eficiente	  a	  la	  molécula	  de	  CD4	  que	  a	  CD8	  (25%	  vs.	  2%	  respectivamente	  en	  células	  en	  

estadio	   DP)(147),	   además	   de	   que	   aproximadamente	   el	   40%	   de	   las	   moléculas	   de	   CD8	  

expresadas	   en	   el	   timo	   murino	   son	   variantes	   de	   “splicing”	   alternativo	   que	   no	   pueden	  

asociarse	   a	  Lck	   (ya	  que	   carecen	  del	  dominio	   intracelular	  de	  CD8α)	   (148,	  149).	  En	  base	  a	  

estas	  observaciones,	  se	  ha	  propuesto	  que	  las	  señales	  transducidas	  por	  el	  TCR	  en	  presencia	  

de	  CD4	  son	  más	  “fuertes/intensas”	  comparadas	  con	  las	  inducidas	  en	  presencia	  de	  CD8.	  Esta	  

teoría	  es	  apoyada	  por	  estudios	  en	  los	  que	  se	  expresa	  una	  mutante	  activa	  de	  Lck	  en	  timocitos	  

restringidos	  para	  MHC-‐I.	  La	  expresión	  de	  esta	  mutante	  genera	  una	  señal	  “fuerte”	  y	  polariza	  

la	   diferenciación	   al	   fenotipo	   CD4+,	   mientras	   que	   la	   expresión	   de	   una	   mutante	   negativa,	  

induce	  una	  señal	  “débil”	  y	  promueve	  la	  diferenciación	  al	  linaje	  CD8+	  (150).	  Adicionalmente,	  

el	   análisis	   de	   ratones	   deficientes	   para	   Csk,	   un	   regulador	   negativo	   de	   Lck	   y	   Fyn	   (151),	  

muestra	   una	  mayor	   actividad	   de	   estas	   cinasas	   y	   una	  mayor	   diferenciación	   al	   linaje	   CD4+	  

independientemente	  de	  la	  especificidad	  del	  TCR.	  Sin	  embargo,	  en	  estos	  trabajos	  concluyen	  

que	   se	   requiere	   necesariamente	   la	   activación	   de	   Fyn	   y	   Lck	   para	   lograr	   este	   efecto	   (152,	  

153).	  

	  

b. La	  vía	  de	  las	  MAPK	  

	   La	   vía	   de	   las	   MAPK	   es	   una	   vía	   compartida	   para	   diversas	   funciones	   celulares	   que	  

convergen	   en	   la	   regulación	  de	   la	   expresión	   genética	   y	   su	  papel	   en	   la	   selección	  positiva	   y	  

negativa	  ha	   sido	  ya	  previamente	  descrito	   (revisado	  en	   (78)).	   Sin	  embargo,	   su	  papel	   en	   la	  

elección	  de	   linaje	  no	  ha	  sido	  bien	  caracterizado	  ya	  que	  algunos	  proponen	  que	  esta	  vía	  en	  



imprescindible	   para	   la	   diferenciación	   a	   ambos	   linajes	  mientras	   que	   otros	   apoyan	   que	   es	  

importante	  sólo	  para	  la	  elección	  a	  linaje	  CD4.	  Dentro	  de	  los	  trabajos	  que	  apoyan	  la	  primer	  

postura	   se	   encuentran	  algunos	   en	   los	  que	   se	   expresan	  mutantes	  negativas	  de	  Ras	  o	  MEK	  

(154-‐156)	   o	   modelos	   deficientes	   de	   RasGRP	   (97),	   en	   cuyo	   caso	   se	   observa	   una	   falta	   de	  

selección	  positiva	  de	   ambos	   linajes.	   Con	   respecto	   a	   la	   segunda	   teoría,	   existe	   evidencia	  de	  

que	   esta	   vía	   es	   importante	   para	   la	   diferenciación	   de	   CD4:	   1)	   la	   expresión	   de	   mutantes	  

hiperactivadas	   de	   Erk	   promueven	   la	   diferenciación	   a	   linaje	   CD4	   (157);	   2)	   el	   uso	   de	  

inhibidores	  de	  MEK	  1/2	  genera	  un	  menor	  número	  de	  timocitos	  CD4SP	  en	  cultivos	  de	  timo	  

fetal	  (157-‐159);	  3)	  la	  expresión	  de	  mutantes	  activas	  de	  MEK-‐1	  incrementa	  la	  diferenciación	  

a	  linaje	  CD4	  (160).	  Estos	  datos	  apoyan	  la	  teoría	  en	  la	  diferenciación	  a	  CD4	  requiere	  de	  una	  

activación	  mayor	  o	  sostenida	  de	  la	  vía	  de	  las	  cinasas	  de	  MAP	  que	  la	  diferenciación	  a	  CD8.	  

	   Finalmente,	  a	  nivel	  de	  factores	  de	  transcripción	  relacionados	  con	  la	  vía	  de	  las	  cinasas	  

MAP,	  se	  ha	  descrito	  que	  Egr-‐1	  (“Early	  growth	  response-‐1”)	  es	  uno	  de	  los	  primeros	  factores	  

de	   transcripción	   que	   se	   activan	   en	   respuesta	   a	   la	   señalización	   del	   TCR	   en	   timocitos	   DP	  

(161).	   De	   manera	   interesante,	   estudios	   en	   los	   que	   se	   sobre-‐expresa	   este	   factor	   de	  

transcripción,	   se	   ha	   observado	   una	   mayor	   selección	   positiva	   (162),	   mientras	   que	   si	   se	  

elimina	  la	  expresión	  de	  éste	  en	  ratones	  deficientes,	  se	  disminuye	  este	  proceso	  de	  selección	  

(163).	   Esto	   sugiere	   un	   papel	   importante	   en	   el	   proceso	   de	   selección	   positiva,	   aunque	   su	  

papel	  en	  la	  elección	  de	  linaje	  no	  ha	  sido	  todavía	  definido.	  

	  

c. Señalización	  a	  través	  de	  Notch	  

	   Notch	  es	  una	  familia	  de	  receptores	  transmembranales	  tipo-‐I	  altamente	  conservados	  

que	   han	   sido	   involucrados	   en	   la	   regulación	   de	   diversos	   procesos	   de	   elección	   de	   linaje	  



celular	   (164).	   Esta	   familia	   de	   receptores	   fue	   descrita	   inicialmente	   en	   Drosophila	   y	   se	  

relacionaban	   con	   decisiones	   de	   linaje	   de	   las	   células	   neurales	   y	   epidermales.	   En	   este	  

organismo	  se	  ha	  descrito	  un	  receptor	  Notch	  y	  2	  ligandos	  (Delta	  y	  Serrate),	  mientras	  que	  en	  

mamíferos	  se	  describieron	  4	  receptores	  (Notch1-‐4)	  y	  7	  ligandos	  (3	  Delta-‐like,	  2	  Serrate-‐like	  

y	  2	  Jagged).	  La	  expresión	  en	  timo	  de	  ratones	  se	  encuentra	  definida	  de	  la	  siguiente	  manera:	  

los	   4	   receptores	   están	   expresados	   en	   tanto	   en	   timocitos	   y	   como	   en	   células	   estromales	   ;	  

mientras	   que	   los	   ligandos,	   Jagged-‐1	   y	   -‐2,	   Delta-‐like-‐	   1	   y	   -‐3	   se	   expresan	   en	   células	   del	  

estroma	   tímico.	   Por	   otro	   lado,	   	   los	   timocitos	   expresan	   los	   ligandos	   Jagged-‐1	   y	   todos	   los	  

ligandos	  Delta-‐like	  (165).	  

	   La	  cascada	  de	  señalización	  de	  esta	  vía	  inicia	  con	  la	  interacción	  de	  Notch	  y	  su	  ligando.	  	  

Esta	   interacción	   induce	   el	   corte	   en	   dos	   sitios	   de	   Notch.	   El	   primero	   libera	   el	   dominio	  

extracelular,	  mientras	  que	  el	  segundo,	  libera	  el	  dominio	  intracelular	  (NotchIC)	  (revisado	  en	  

(166)).	  Este	  fragmento	  entonces	  es	  translocado	  al	  núcleo,	  donde	  activa	  la	  transcripción	  de	  

los	  genes	  HES	  (Hairy/Enhanced	  of	  Split)	  que	  codifican	  para	  las	  proteínas	  bHLH	  (Basic	  helix-‐

loop-‐helix)	  (revisado	  en	  (167)),	  involucradas	  en	  la	  represión	  de	  diversos	  genes.	  	  

	   Con	  respecto	  al	  desarrollo	  de	  los	  linfocitos,	  la	  vía	  de	  Notch	  se	  ha	  relacionado	  con	  los	  

diversos	   procesos	   de	   elección	   de	   linaje	   (revisado	   en	   (168)).	   En	   la	   elección	   de	   linaje	   a	  

linfocitos	  B	  o	  T,	  se	  ha	  descrito	  que	  Notch	  juega	  un	  papel	  importante	  en	  la	  diferenciación	  a	  

linaje	  T,	  ya	  que	  en	  ausencia	  de	  Notch-‐1,	  las	  células	  que	  llegan	  al	  timo	  se	  diferencian	  a	  linaje	  

B	  (169).	  De	  la	  misma	  manera,	  si	  se	  expresan	  las	  formas	  activas	  de	  Notch	  (NotchIC)	  (170),	  o	  

su	  ligando	  Delta-‐4	  (171,	  172)	  en	  precursores	  de	  médula	  ósea,	  la	  diferenciación	  se	  polariza	  

al	   linaje	   T.	   Este	   mismo	   efecto	   se	   observa	   en	   ratones	   que	   sobre-‐expresan	   los	   blancos	   de	  

Notch,	  Hes-‐1	  y	  -‐5	  (173).	  



	   A	   nivel	   de	   diferenciación	   a	   linaje	   Tα/β	   vs	   Tγ/δ,	   la	   función	   de	   Notch	   no	   está	   bien	  

definida.	  Algunos	   trabajos	  proponen	  que	   la	  señalización	  a	   través	  de	  Notch	  es	  crucial	  para	  

pasar	   la	  selección	  β,	  ya	  que	  al	  expresar	  mutantes	  activas	  de	  Notch	  (NotchICN)	  en	  ratones	  

deficientes	  para	  TCRβ	   (TCRβ-‐/-‐)	   se	   induce	   la	  maduración	   al	   estadio	  DP.	   Sin	   embargo	   este	  

efecto	   no	   se	   observa	   en	   ratones	  Rag-‐/-‐.	   Además,	   cuando	   se	   reconstituye	  médula	   ósea	   con	  

sólo	  una	  copia	  funcional	  de	  Notch-‐1,	  se	  promueve	  la	  diferenciación	  a	  linaje	  α/β	  a	  expensas	  

del	  linaje	  γ/δ	  (174).	  

	   Finalmente,	  con	  respecto	  a	  la	  elección	  de	  linaje	  CD4	  vs.	  CD8,	  inicialmente	  se	  propuso	  

que	  la	  señalización	  de	  Notch	  inducía	  la	  diferenciación	  a	  linaje	  CD8+,	  ya	  que	  ensayos	  en	  los	  

que	  se	  expresaba	  la	  Notch-‐1IC,	  bajo	  el	  promotor	  de	  Lck,	  se	  generaba	  una	  mayor	  proporción	  

de	   timocitos	  CD8SP	   (134).	   Sin	   embargo,	   otros	   grupos,	   utilizando	   también	  modelos	   en	   los	  

que	   se	   expresaba	   esta	   forma	   activada	   de	   Notch-‐1,	   observaron	   una	  mayor	   proporción	   de	  

ambos	   linajes	   (175,	   176).	   Posteriormente,	   análisis	   de	   ambos	   modelos,	   probaron	   que	   se	  

generaba	  un	  mayor	  número	  de	  timocitos	  CD8SP	  y	  un	  menor	  número	  de	  CD4SP,	  apoyando	  el	  

modelo	  en	  que	  Notch	  es	  importante	  para	  promover	  la	  diferenciación	  del	  linaje	  CD8+	  (177).	  

Sin	  embargo,	  recientemente	  se	  ha	  sugerido	  que	  Notch,	  más	  que	  determinar	  el	  linaje	  de	  los	  

timocitos,	   contribuye	   a	   aumentar	   la	   señalización	   del	   TCR.	   En	   estudios	   en	   los	   que	   se	   han	  

eliminado	  los	  genes	  para	  las	  dos	  presenilinas	  (PS1	  y	  PS2)	  involucradas	  en	  la	  liberación	  del	  

dominio	  intracelular	  de	  Notch,	  en	  timocitos	  que	  expresan	  un	  TCR	  específico,	  se	  observa	  una	  

menor	  proporción	  de	   timocitos	  CD4SP,	  así	   como	  una	  menor	  señalización	  a	   través	  de	  este	  

TCR.	   Así	   mismo,	   observan	   que	   este	   fenómeno	   se	   observa	   en	   presencia	   de	   TCR’s	   de	  

mediana/baja	  afinidad,	  ya	  que	  al	  expresar	  un	  TCR	  de	  alta	  afinidad,	  se	  compensa	  la	  falta	  de	  

señalización	  observada	  por	  la	  carencia	  de	  ambas	  presenilinas	  ((178)	  y	  revisado	  en	  (179)).	  	  



d. Factores	  de	  transcripción	  	  

	   Así	   como	   se	   han	   asociado	   diversas	   vías	   de	   señalización	   a	   los	   eventos	   de	   selección	  

positiva,	   negativa	   y	   la	   elección	   de	   linaje,	   estas	   vías	   de	   señalización	   convergen	   en	   la	  

activación	   de	   genes,	   por	   lo	   que	   se	   han	   descrito	   diversos	   factores	   de	   transcripción	  

involucrados	  en	  estos	  procesos	  de	  selección.	  

	   En	  cuestión	  de	  elección	  de	  linaje	  CD4	  versus	  CD8,	  se	  han	  descrito	  diversas	  regiones	  de	  

regulación	  para	  ambos	  genes	  (revisado	  en	  (180-‐184)),	  así	  como	   factores	  de	   transcripción	  

asociados	  a	  la	  represión	  o	  el	  mantenimiento	  de	  los	  genes.	  En	  términos	  de	  represión,	  se	  han	  

asociado	  diversos	  factores	  de	  transcripción	  al	  silenciamiento	  del	  gen	  de	  CD4,	  entre	  ellos	  se	  

encuentran	   RUNX-‐3,	   HES-‐	   1	   y	   SAF.	   Las	   proteínas	   de	   la	   familia	   RUNX	   están	   definidas	   por	  

dominios	  de	  unión	  al	  DNA	  conocidos	  como	  dominios	  “Runt”;	  y	  en	  mamíferos,	  contienen	  3	  

miembros	  (RUNX-‐1	  al	  3)	  de	  los	  cuales,	  sólo	  RUNX-‐3	  se	  ha	  asociado	  al	  silenciamiento	  de	  CD4	  

durante	  la	  elección	  de	  linaje	  (185).	  	  Por	  su	  parte,	  HES-‐1	  se	  une	  a	  la	  región	  S1	  del	  silenciador	  

de	   CD4	   y	   su	   activación	   se	   ha	   asociado	   a	   las	   señales	   inducidas	   por	   Notch	   (186,	   187).	   Sin	  

embargo,	  su	  papel	  en	   la	  elección	  de	   linaje	  aún	  no	  se	  define,	  ya	  que	   la	  eliminación	  de	  esta	  

proteína	  en	  cultivos	  de	  timo	  fetal	  no	  alteró	  la	  función	  del	  silenciador	  (188).	  Finalmente,	  se	  

ha	  descrito	  que	  el	   factor	  de	  transcripción	  SAF	  (Silencer-‐associated	  factor),	  cuya	  expresión	  

se	   observa	   en	   todos	   los	   linfocitos	   T,	   	   se	   encuentra	   exclusivamente	   asociado	   al	   núcleo	   en	  

aquellos	  timocitos	  que	  han	  terminado	  la	  expresión	  de	  CD4	  (189).	  

	   Otro	  factor	  de	  transcripción	  asociado	  a	  la	  elección	  de	  linaje	  es	  GATA-‐3.	  A	  nivel	  de	  timo,	  

este	   factor	   de	   transcripción	   está	   expresado	   principalmente	   en	   timocitos	   CD4SP	   y	   en	   la	  

población	   transicional	   CD4+CD8bajo	   y	   se	   expresa	   poco	   en	   timocitos	   CD8SP	   y	   CD4bajoCD8+	  

(190).	   Así	  mismo,	   la	   sobreexpresión	   de	   esta	   proteína	   en	   cultivos	   de	   timo	   fetal	   induce	   la	  



polarización	  al	  fenotipo	  CD4SP	  (191),	  mientras	  que	  la	  eliminación	  de	  éste	  en	  un	  modelo	  de	  

“knock	   out”	   condicionales	   elimina	   la	   diferenciación	   a	   CD4SP	   sin	   afectar	   a	   la	   población	  

CD8SP	   (192).	   GATA-‐3,	   por	   otro	   lado,	   es	   capaz	   de	   activar	   la	   expresión	   del	   factor	   de	  

transcripción	  ThPOK,	  mediante	  la	  unión	  a	  su	  promotor	  (193).	  Por	  su	  parte,	  ThPOK	  ha	  sido	  

descrito	   como	   un	   regulador	   importante	   de	   la	   diferenciación	   al	   linaje	   CD4	   por	   dos	  

mecanismos:	  1)	  evita	  la	  activación	  del	  silenciador	  de	  CD4	  (194)	  y	  2)	  suprime	  la	  expresión	  

de	  Runx-‐3,	   previamente	   descrito	   como	  un	   factor	   importante	   en	   el	   silenciamiento	   de	   CD4	  

(195).	   	  Adicionalmente,	  Kappes	  y	  colaboradores,	  describieron	  recientemente	   la	  activación	  

de	   ThPOK	   en	   respuesta	   al	   entrecruzamiento	   con	   anticuerpos	   anti-‐TCR	   de	   timocitos	  

inmaduros	  (196).	  

	  

e. Contribución	  de	  las	  citocinas	  y	  quimiocinas	  

	   Recientemente,	   Singer	   y	   colaboradores,	   analizaron	   en	   detalle	   el	   papel	   de	   IL-‐7	   en	   la	  

elección	  de	   linaje	  y	  asociaron	   la	  señalización	  mediada	  por	  esta	  citocina	  a	   la	  activación	  del	  

factor	  de	   transcripción	  Runx-‐3	   (197).	  Los	  autores	  propusieron	  un	  modelo	  de	   “dos	  pasos”	  

que	   apoya	   el	   modelo	   cinético	   de	   la	   elección	   de	   linaje	   en	   la	   que,	   en	   un	   primer	   paso,	   los	  

timocitos	  reciben	  una	  señal	  del	  TCR	  durante	  la	  selección	  positiva	  y	  esto	  los	  diferencia	  a	  una	  

población	   intermedia	   CD4+CD8bajo.	   A	   partir	   de	   este	   punto,	   el	   segundo	   evento	   de	  

diferenciación	  depende	  de	  si	   la	  señal	  del	  TCR	  persiste	  o	  se	  termina.	  En	  el	  primer	  caso,	   las	  

células	  se	  diferencian	  a	  CD4SP	  involucrando	  la	  activación	  de	  factores	  de	  transcripción	  como	  

GATA-‐3	   y	   ThPOK.	   Si	   la	   señal	   del	   TCR	   termina,	   los	   timocitos	   deben	   ser	   “rescatados”	   por	  

señales	  secundarias,	  inducidas	  por	  citocinas	  como	  IL-‐7	  y	  éstas	  señales	  a	  su	  vez,	  activarán	  al	  

factor	  de	  transcripción	  Runx-‐3	  (Figura	  6).	  



	   También	  se	  han	  asociado	   los	  eventos	  de	   selección	  positiva	   con	   la	  migración	  de	   los	  

timocitos	  de	  la	  corteza	  a	  la	  médula.	  En	  particular,	  el	  receptor	  de	  quimiocinas	  CCR7,	  que	  se	  

sobreexpresa	   durante	   la	   selección	   positiva,	   y	   sus	   ligandos,	   	   CCL19	   y	   CCL21,	   que	   son	  

preferentemente	   expresados	   en	   la	  médula	   y	   cuya	   deficiencia	   altera	   la	   localización	   de	   las	  

subpoblaciones	  DP	  y	  CD4SP/CD8SP	  en	  el	  timo.	  Recientemente,	  el	  grupo	  de	  Robey	  describió	  

que	  la	  diferenciación	  de	  los	  timocitos	  DP	  al	  linaje	  CD8	  se	  asocia	  con	  una	  mayor	  expresión	  de	  

CCR7	  en	  los	  timocitos	  CD8SP,	  ya	  que	  la	  sobreexpresión	  de	  CCR7	  en	  timocitos	  restringidos	  

para	   MHC-‐Clase	   II	   promueve	   la	   diferenciación	   de	   éstos	   al	   fenotipo	   CD8SP.	   Así	   mismo,	  

observan	   que	   este	   aumento	   de	   CCR7	   se	   asocia	   con	   una	   disminución	   en	   la	   expresión	   del	  

factor	  de	  transcipción	  ThPOK	  (198).	  

	  

iii. Selección	  de	  células	  nTregs	  

	   Para	  la	  maduración	  de	  los	  linfocitos	  T	  se	  ha	  propuesto	  que	  péptidos	  que	  seleccionan	  

positivamente	   a	   los	   timocitos	   inducen	   una	   activación	   parcial	   y	   temporal	   de	   las	   vías	   de	  

señalización,	   mientras	   que	   péptidos	   que	   inducen	   selección	   negativa,	   activan	   de	   manera	  

total	  y	  sostenida	  estas	  vías.	  	  

	   En	   el	   caso	   las	   células	   T	   reguladoras	   “naturales”,	   los	  mecanismos	  moleculares	   que	  

determinan	  la	  diferenciación	  a	  este	  linaje	  no	  se	  han	  definido	  aún.	  Sin	  embargo,	  mucha	  de	  la	  

evidencia	   sugiere	   que	   las	   células	   T	   reguladoras	   requieren	   de	   señales	   de	   alta	  

avidez/intensidad	   para	   ser	   seleccionadas	   (199,	   200),	   pero	   sin	   que	   éstas	   alcancen	   los	  

umbrales	  que	  inducen	  selección	  negativa	  (14)	  (Figura	  7).	  

	   Para	  las	  células	  T	  reguladoras,	  diversas	  observaciones	  a	  nivel	  de	  la	  señalización	  del	  

TCR	   apoyan	   la	   teoría	   de	   una	   señalización	   aumentada	   pero	   modulada.	   Por	   un	   lado,	   la	  
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expresión	  de	  TCR’s	  transgénicos	  en	  presencia	  de	  ligandos	  expresados	  por	  el	  estroma	  tímico	  

durante	  la	  maduración	  de	  timocitos	  induce,	  en	  algunos	  reportes,	  un	  aumento	  en	  el	  número	  

de	  células	  Tregs,	   lo	  que	  sugiere	  que	  estas	  señales	  promueven	  el	   fenotipo	  regulador	  (201).	  

Sin	   embargo,	   otros	   trabajos	   han	   reportado	   sólo	   un	   aumento	   en	   la	   proporción	   de	   estas	  

células,	  proponiendo	  que	  este	  aumento	  relativo	  es	  causa	  de	   la	  deleción	   incrementada	  por	  

alta	  especificidad	  de	  los	  receptores	  y	  la	  presencia	  de	  estos	  péptidos	  (202).	  	  

	   A	  nivel	  de	  transducción	  de	  señales	  se	  ha	  observado	  que	  existen	  diferencias	  entre	  la	  

población	   reguladora	   y	   su	   contraparte	   naïve.	   En	   estudios	   en	   los	   que	   se	   analizó	   la	  

fosforilación	  de	  diversas	  moléculas	  en	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  TCR,	  se	  observó	  una	  mayor	  

fosforilación	   de	   la	   cadena	   TCRζ	   en	   células	   CD4+CD25+	   en	   comparación	   con	   las	   células	  

CD4+CD25-‐	   (incremento	   de	   1.5–4)	   (203).	   Cascada	   abajo,	   la	   reducción	   o	   eliminación	   de	  

señales	  a	   través	  de	   la	   interacción	  de	  LAT/PLCγ-‐1	  y	   la	   consecuente	  activación	  de	   la	  vía	  de	  

Erk	  alteran	  la	  generación	  de	  las	  células	  T	  reguladoras.	  Ejemplo	  de	  ello	  son	  los	  ratones	  que	  

tienen	  una	  mutación	  en	  la	  Y136	  de	  LAT	  (sitio	  de	  unión	  de	  PLCγ1).	  Estos	  ratones	  poseen	  un	  

fenotipo	  autoinmune	  debido	  a	  la	  ausencia	  de	  estas	  células	  en	  la	  periferia	  (204).	  Para	  la	  vía	  

de	   Raf/Mek/Erk,	   la	   expresión	   de	   mutantes	   negativas	   de	   Raf,	   afectan	   la	   selección	   de	   las	  

células	   T	   reguladoras	   (205);	   sin	   embargo	   en	   este	   trabajo	   concluyen	   que	   este	   efecto	   es	  

debido	  a	  una	  menor	  selección	  positiva,	  como	  estaba	  previamente	  descrito.	  Más	  adelante,	  el	  

análisis	  de	  ratones	  deficientes	  de	  RasGRP	  (RasGRP-‐/-‐)	  muestra	  una	  discreta	  disminución	  en	  

el	  número	  de	  células	  T	  reguladoras	  en	  comparación	  con	   las	  células	  naïve,	  además	  de	  una	  

menor	   expresión	   del	   TCR	   y	   CD5,	   lo	   que	   sugiere	   una	   diferenciación	   parcial	   de	   esta	  

subpoblación	   (206).	   Estos	   datos	   concuerdan	   con	   los	   modelos	   de	   selección	   positiva	   y	  

negativa	   en	   los	   que	   la	   fosforilación	   de	   LAT	   y	   en	   este	   caso,	   la	   participación	   de	   RasGRP-‐1,	  



poseen	  un	  papel	  importante	  en	  el	  reclutamiento	  de	  moléculas	  cascada	  abajo	  y	  la	  inducción	  

de	  muerte	  o	  supervivencia	  de	  los	  timocitos.	  

	   CD5	   es	   una	   molécula	   que	   se	   encuentra	   expresada	   en	   las	   células	   T	   y	   B	   tanto	   en	  

estadios	  tempranos	  de	  maduración	  como	  en	  células	  de	  la	  periferia	  y	  se	  encuentra	  asociado	  

a	   sus	   respectivos	   receptores	   (207,	   208).	   A	   nivel	   de	   diferenciación	   de	   los	   timocitos,	   se	   ha	  

descrito	  que	  CD5	  funciona	  como	  un	  regulador	  negativo	  de	  las	  señales	  inducidas	  a	  través	  del	  

TCR	  (209),	  sugiriendo	  que	  podría	  rescatar	  aquellas	  células	  que	  expresen	  receptores	  de	  alta	  

afinidad.	  Análisis	  recientes	  de	  ratones	  deficientes	  para	  esta	  molécula	  realizados	  en	  nuestro	  

laboratorio,	   describen	   que	   existe	   un	   enriquecimiento	   de	   las	   células	   T	   reguladoras	   en	  

ausencia	  de	  esta	  molécula,	  así	  como	  un	  mayor	  índice	  de	  apoptosis	  de	  las	  células	  T	  naïve.	  Así	  

mismo,	  se	  observó	  una	  fosforilación	  aumentada	  de	  Erk	  y	  diminuida	  de	  AKT	  en	  respuesta	  a	  

la	  activación	  con	  anti-‐CD3	  +	  anti-‐CD28	  (210).	  

	   También	  se	  ha	  observado	  que	  la	  ausencia	  de	  reguladores	  negativos	  del	  TCR	  juegan	  

un	  papel	   importante	  en	   la	  generación	  de	   las	  células	  T	  reguladoras.	  Uno	  de	  ellos	  es	  SHP-‐1,	  

una	  fosfatasa	  involucrada	  en	  establecer	  los	  umbrales	  de	  señalización	  del	  TCR	  relacionados	  

con	  la	  selección	  positiva	  y	  negativa	  de	  los	  timocitos.	  En	  este	  caso,	  ratones	  deficientes	  para	  

SHP-‐1	  muestran	  un	  incremento	  en	  el	  porcentaje	  de	  las	  Tregs	  (211).	  

	   Además	   de	   las	   señales	   transducidas	   por	   el	   TCR,	   otras	   moléculas	   como	   son	   las	  

coestimuladoras	   y	   las	   citocinas	   poseen	   un	   papel	   importante	   en	   la	  

generación/mantenimiento	  de	  las	  Tregs.	  Se	  ha	  descrito	  que	  ratones	  deficientes	  en	  CD28	  y	  

sus	   ligandos	  B7-‐1/2,	   tienen	  un	  menor	  número	  de	  células	  Tregs	  (212,	  213).	  Por	  otro	   lado,	  

algunos	   trabajos	   reportan	   que	   la	   deficiencia	   de	   CTLA-‐4	   no	   afecta	   la	   generación	   y/o	  

activación	  de	  las	  células	  T	  reguladoras	  (214);	  sin	  embargo,	  datos	  más	  recientes	  en	  los	  que	  



se	  sobreexpresa	  esta	  molécula,	  muestran	  un	  número	  reducido	  de	  células	  Tregs	  en	  periferia	  

((215)	  y	  revisado	  en	  (216,	  217)).	  

	   También	   se	   ha	   descrito	   que	   las	   citocinas	   poseen	   un	   papel	   importante	   en	   la	  

generación	  y/o	  mantenimiento	  de	  las	  células	  T	  reguladoras.	  Entre	  las	  más	  importantes	  está	  

la	  interleucina	  2	  (IL-‐2),	  así	  como	  su	  receptor	  (218)	  y	  la	  vía	  de	  señalización	  asociada	  a	  ésta	  

(IL-‐2Rα,	  IL-‐2Rβ,	  la	  cadena	  gamma	  común,	  asociada	  a	  los	  receptores	  de	  citocinas	  (γc)	  (219),	  

JAK-‐1,	   JAK-‐3	   (219)	   y	   STAT-‐5	   (220)).	   Ya	   que	   la	   deficiencia	   de	   alguna	   de	   estas	   proteínas	  

repercute	   en	   una	   falta	   de	   células	   T	   reguladoras	   y	   en	   la	   expresión	   de	   Foxp3.	   IL-‐2	   es	  

importante	  para	  mantener	  la	  expresión	  de	  este	  factor	  de	  transcripción	  en	  la	  periferia,	  pero	  

parece	   no	   ser	   crucial	   en	   la	   generación	   de	   estas	   células	   en	   el	   timo	   (221).	   Por	   tanto,	   se	  

propuso	  que	  otras	  citocinas,	   también	  asociadas	  a	   la	  cadena	  γc,	   como	  IL-‐7	  o	   IL-‐15,	  podrían	  

contribuir	  en	  este	  proceso	  de	  selección	  (218).	  Con	  respecto	  a	  estas	  citocinas,	   la	  evidencia	  

sugiere	  que	  no	  son	  necesarias	  para	  la	  diferenciación	  de	  las	  células	  T	  reguladoras,	  ya	  que	  la	  

ausencia	  de	  ellas	  no	  disminuye	  de	   forma	  considerable	  esta	  subpoblación.	  Sin	  embargo,	  se	  

ha	  descrito	  el	  papel	  del	  receptor	  de	  IL-‐7,	  en	  particular	  la	  cadena	  IL-‐7Rα.	  Ya	  que	  en	  ratones	  

deficientes	  de	  esta	  cadena	  no	  se	  generan	  células	  T	  Foxp3+.	  En	  otros	  ensayos	  se	  demostró	  

que	  en	  ausencia	  de	  las	  señales	  por	  IL-‐2,	  esta	  cadena	  aumenta	  su	  expresión,	  lo	  que	  sugiere	  

un	  mecanismo	   de	   compensación	   (222).	   Por	   otro	   lado,	   la	   citocina	   TSLP	   (Thymic	   Stromal	  

Lymphopoietin),	   cuyo	   receptor	   comparte	   la	   cadena	   a	   del	   receptor	   de	   IL-‐7,	   es	   capaz	   de	  

inducir	  la	  generación	  de	  células	  Tregs	  in	  vitro	  en	  ausencia	  de	  células	  dendríticas	  (223).	  Sin	  

embargo,	  los	  ratones	  deficientes	  para	  esta	  el	  receptor	  de	  esta	  citocina	  (TSLPR)	  no	  muestran	  

una	  disminución	  significativa	  de	  esta	  población;	  lo	  que	  apoya	  que	  tanto	  IL-‐7	  como	  TSLP	  son	  

redundantes	  en	  este	  proceso	  (224).	  	  



	   En	   conclusión,	   el	   conjunto	   de	   estas	   vías	   modifica	   los	   diversos	   procesos	   de	  

supervivencia,	   deleción	   o	   elección	   de	   linaje;	   y	   aún	   cuando	   estos	   datos	   sugieren	   que	   la	  

intensidad/duración	  de	  las	  señales,	  en	  conjunto,	  son	  una	  característica	  en	  estos	  eventos,	  no	  

se	  ha	  definido	  claramente	  cuáles	  son	  las	  señales	  determinantes	  en	  estos	  procesos.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  



VI.	  Hipótesis	  

Existen	  vías	  de	  señalización	  específicas	  que	  determinan	  la	  diferenciación	  al	  fenotipo	  

de	  células	  T	  reguladoras.	  Estas	  señales	  se	  traducen	  en	  patrones	  de	  fosforilación	  particulares	  

que	  serían	  compartidos	  por	  las	  células	  T	  reguladoras	  “naturales”	  y	  las	  células	  T	  reguladoras	  

antígeno-‐específicas.	  	  

	  

VII.	  Objetivo	  general	  

	   Determinar	  las	  vías	  de	  señalización	  involucradas	  en	  la	  diferenciación	  tanto	  de	  células	  

T	   reguladoras	   antígeno-‐específicas	   en	   un	   modelo	   transgénico,	   como	   de	   células	   T	  

reguladoras	  “naturales”	  en	  ratones	  silvestres.	  

	  

VIII.	  Objetivos	  particulares	  

a. Analizar	   la	   cinética	   de	   generación	   de	   células	   T	   reguladoras	   en	   un	   modelo	  

transgénico	  antígeno-‐específico	  durante	  su	  maduración	  en	  el	  timo.	  

b. Analizar	  los	  patrones	  de	  fosforilación	  en	  células	  reguladoras	  antígeno	  específicas,	  

en	   presencia	   o	   ausencia	   del	   autoantígeno	   durante	   su	   selección,	   en	   condiciones	  

basales	  y	  de	  activación.	  

c. Analizar	   los	  patrones	  de	  fosforilación	  en	  condiciones	  basales	  y	  de	  activación	  en	  

las	  células	  T	  reguladoras	  “naturales”	  (nTreg).	  

d. Establecer	  un	  modelo	  de	   inducción	  de	  señalización	  por	  el	  TCR	  que	  nos	  permita	  

activar	  específicamente	  distintos	  componentes	  del	  complejo	  TCR/CD3	  y	  del	  co-‐

receptor	   CD4,	   para	   modular	   las	   señales	   del	   TCR	   durante	   el	   desarrollo	   de	   los	  

timocitos.	  



V.	  Justificación	  

	   Existe	   controversia	   acerca	   de	   las	   señales	   involucradas	   en	   la	   diferenciación	   de	   las	  

células	  reguladoras	  en	  el	  timo.	  Aunque	  existe	  evidencia	  que	  apoya	  el	  modelo	  de	  la	  avidez	  de	  

la	  señal,	  donde	  la	  intensidad	  de	  las	  señal	  transducida	  por	  el	  TCR	  tiene	  un	  papel	  crucial	  en	  la	  

diferenciación	  de	  los	  linfocitos	  T	  reguladores	  en	  el	  timo,	  también	  existen	  reportes	  recientes	  

que	   sugieren	   que	   el	   enriquecimiento	   de	   células	   T	   reguladoras	   observado	   en	   modelos	  

murinos	  donde	  se	  incrementa	  las	  señal	  del	  TCR,	  es	  debido	  a	  un	  cambio	  en	  la	  relación	  entre	  

las	   células	   T	   naïve	   y	   las	   células	   T	   reguladoras,	   donde	   éstas	   últimas,	   presentan	   mayor	  

resistencia	  a	  la	  muerte	  inducida	  por	  exceso	  de	  señal	  que	  las	  células	  T	  naïve,	  más	  que	  en	  una	  

generación	  de	  células	  T	  reguladoras	  de	  novo.	  Además,	  no	  existe	  información	  sobre	  las	  vías	  

de	  señalización	  involucradas	  en	  la	  selección	  de	  T	  reguladoras	  antígeno-‐específicas.	  Debido	  a	  

que	  la	  selección	  de	  las	  células	  reguladoras	  naturales	  (nTregs)	  puede	  producirse	  tanto	  en	  la	  

corteza	   como	   en	   la	   médula,	   mientras	   que	   la	   expresión	   de	   autoantígenos	   en	   modelos	  

transgénicos	   controlada	   ha	   sido	   dirigida	   utilizando	   promotores	   tejido-‐específicos,	   se	  

desconoce	  si	  las	  Tregs	  antígeno-‐específicas	  comparten	  	  los	  mismos	  requerimientos	  para	  su	  

selección	  en	  el	  timo.	  

 



IX.	  Materiales	  y	  Métodos	  

a. Ratones	  

	   Se	   utilizaron	   ratones	   de	   las	   cepas	   silvestres	   Balb/c	   y	   C57/BL6.	   Los	   ratones	  

transgénicos	  TCRHA+/+	   y	   IgHA+/+	   (descritos	   en	   (225-‐227)	   y	   donados	  por	   la	  Dra.	  Adelaida	  

Sarukhán)	  expresan	  un	  TCR	  específico	  para	  el	  péptido	  111-‐119	  de	   la	  hemaglutinina	   (HA)	  

del	   virus	   de	   Influenza,	   presentado	   por	   moléculas	   del	   MHC	   I-‐Ed	   y	   el	   péptido	   HA	   bajo	   el	  

promotor	   y	   las	   secuencias	   reguladoras	   de	   Igκ,	   respectivamente.	   Estos	   ratones	   fueron	  

cruzados	   para	   obtener	   las	   líneas	   TCRHAxBalb/c	   (TCRHA,	   simple	   transgénico,	   sTg)	   y	  

TCRHAxIgHA	  (doble	  transgénico,	  dTg).	  Todos	  los	  animales	  se	  mantuvieron	  en	  condiciones	  

libres	   de	   patógenos	   y	   controladas	   de	   alimentación,	   luz	   y	   temperatura,	   de	   acuerdo	   a	   los	  

lineamientos	  institucionales.	  

	  

b. Anticuerpos	  

	   En	   los	   ensayos	   de	   estimulación	   se	   utilizaron	   los	   siguientes	   anticuerpos	   primarios:	  

anti-‐CD3	  murino	  biotinilado	  (2C11,	  10μg/ml.	  BD	  Biosciences),	  anti-‐CD28	  biotinilado	  (37.51,	  

10μg/ml.	   BD	   Biosciences),	   y	   para	   entrecruzar	   el	   anticuerpo	   primario	   se	   utilizó	  

estreptavidina	  purificada	  (20	  μg/ml,	  Pierce).	  

	   Para	   la	   detección	   de	   las	   moléculas	   participantes	   en	   la	   cadena	   de	   señalización	   se	  

utilizaron	  los	  siguientes	  anticuerpos	  primarios:	  anti-‐mCD4-‐biotina	  (L3T4),	  anti-‐mCD4-‐FITC	  

(L3T4),	   anti-‐mCD4-‐APC	   (RM4-‐5),	   anti-‐mCD8PE-‐Cy7	   (Ly-‐2),	   anti-‐mCD25-‐FITC	   (7D4),	   anti-‐

mCD25-‐PE	   (3C7),	   anti-‐mCD25-‐biotina	   (3C7),	   anti-‐pErk-‐AlexaFluor647	   (T202/Y204),	   anti-‐

pP38-‐AlexaFluor647	   (T180/Y182),	   anti-‐pc-‐Cbl-‐AlexaFluor647	   (pY700)	   (todos	   de	   BD	  

Biosciences);	   anti-‐TCRHA	   acoplado	   a	   PE	   (6.5PE,	   donado	   por	   la	   Dra.	   Adelaida	   Sarukhán);	  



anti-‐pErk	  (p44/42	  MAPK,	  Thr202/Tyr204,	  E10),	  anti-‐pAKT	  (Ser473)	  (Cell	  Signaling)	  y	  anti-‐

Erk	   total	   (K-‐23),	   anti-‐pPI3K	   (Tyr508)	   (Santa	   Cruz	   Biotechnology	   Inc.);	   anti-‐Foxp3-‐APC	  

(FJK-‐16s.	  eBioscience);	  Los	  anticuerpos	  primarios	  no	  acoplados	  fueron	  detectados	  con	  los	  

siguientes	   anticuerpos	   secundarios:	   cabra	   anti-‐IgG	   de	   conejo-‐FITC	   (Zymed,	   Invitrogen),	  

anti-‐ratón	   y	   anti-‐conejo	   acoplados	   a	   HRP	   (Amersham	   Pharmacia	   Biotech	   Inc,	   NJ);	   y	  

streptavidina-‐APC-‐Cy7	  (BD	  Biosciences).	  

	   Para	  la	  detección	  de	  las	  proteínas	  quiméricas	  en	  la	  superficie	  se	  utilizó	  el	  anticuerpo	  

primario	  anti-‐CD2	  humano	  biotinilado	  (TS2.18,	  proporcionado	  por	   la	  Dra.	  B.	  Bierer,	  Dana	  

Farber	   Cancer	   Institute,	   Boston	   MA,	   USA).	   Para	   reconocer	   este	   anticuerpo	   primario	   se	  

utilizó	  estreptavidina	  conjugada	  a	  ficoeritrina	  (streptavidin-‐PE,	  BD	  Biosciences).	  	  

	   En	   los	   ensayos	   de	   fosforilación	   en	   las	   líneas	   celulares	   se	   utilizaron	   los	   siguientes	  

anticuerpos	  primarios:	  anti-‐CD2	  humano	  biotinilado	  (TS2.18,	  proporcionado	  por	  la	  Dra.	  B.	  

Bier.	  Dana	  Farber	  Cancer	  Institute,	  Boston,	  MA.	  USA;	  5μg/ml),	  anti-‐CD3	  murino	  biotinilado	  

(2C11,	   10μg/ml.	   BD	   Biosciences),	   y	   para	   entrecruzar	   el	   anticuerpo	   primario	   se	   utilizó	  

estreptavidina	  purificada	  (10	  y	  20	  μg/ml,	  Pierce).	  

	  

c. Líneas	  celulares	  

	   Se	  utilizaron	   los	   líneas	  celulares	  derivadas	  de	   timocitos	  (timomas)	  en	  estadio	  DN2,	  

células	  Bw5147	  y	  en	  estadio	  DN3,	  EL-‐4.	  Ambas	  líneas	  se	  mantuvieron	  en	  cultivo	  en	  medio	  

RPMI	   1640	   (Gibco,	   Invitrogen)	   complementado	   con	   10%	   de	   SFB	   (Suero	   Fetal	   Bovino)	  

(Gibco,	  Invitrogen),	  glutamina	  (292	  μg/ml),	  estreptomicina	  100	  μg/ml,	  penicilina	  100	  U/ml	  

(Gibco,	   Invitrogen)	   y	   HEPES	   12.5	   mM	   (Gibco	   BRL	   Grand	   Island,	   NY.	   USA).	   Las	   líneas	  

BwControl,	   BwεFKBP*1,	   BwεFKBP*3,	   BwCD4FKBP*3,	   EL4Control,	   EL4εFKBP*3	   y	  



EL4CD4FKBP*2,	   que	   expresan	   establemente	   las	   quimeras	   de	   la	   cadena	   CD3ε	   y	   CD4	  

respectivamente,	   se	   mantuvieron	   en	   el	   mismo	   medio	   añadiendo	   1.2	   μg/ml	   Geneticina	  

(Gibco,	  Invitrogen).	  

	   Las	   líneas	   celulares	  derivadas	  de	   fibroblastos	  derivados	  de	   riñón	  humano,	  293T;	  y	  

murino	   3T3	   se	   mantuvieron	   en	   medio	   DMEM	   con	   10%	   SFB,	   glutamina,	   mezcla	   de	  

antibióticos-‐antimicóticos	  y	  HEPES.	  

	  

d. Dimerizadores	  

	   El	   dimerizador	   AP20187	   (Ariad	   Pharmaceuticals,	   Cambridge,	   MA,	   USA)	   es	   una	  

molécula	  orgánica	  de	  bajo	  peso	  molecular	  capaz	  de	  permear	  la	  membrana	  e	  interaccionar	  

con	  dos	  ligandos	  al	  mismo	  tiempo	  e	  inducir	  su	  acercamiento,	  conocidos	  como	  “inductores	  

químicos	   de	   dimerización”	   (chemical	   inducers	   of	   dimerization,	   CIDs).	   Estos	   inductores	  

constan	  de	  dos	  dominios	  que	  reconocen	  específicamente	  dominios	  que	  han	  sido	  fusionados	  

a	  las	  proteínas	  de	  interés.	  

	  

e. Expresión	  de	  proteínas	  en	  superficie	  

	   Para	  la	  detección	  de	  moléculas	  en	  superficie	  se	  colocaron	  las	  células	  en	  solución	  de	  

lavado	  de	  FACS	  (PBS	  pH.	  7.4,	  2%	  SFB	  y	  0.02%	  NaN3),	  y	  se	  centrifugaron	  5	  min	  a	  1,000	  rpm.	  

Las	   células	   se	   incubaron	   con	   50	  ml	   de	   solución	   de	   lavado	   con	   el	   anticuerpo	   primario,	   se	  

incubaron	   por	   30	   min	   a	   4°C,	   se	   centrifugaron	   y	   se	   eliminaron	   los	   sobrenadantes.	   Para	  

eliminar	  el	  exceso	  de	  anticuerpo	  primario,	  se	  lavaron	  tres	  veces	  con	  200	  µl	  de	  solución	  de	  

lavado.	  Después	  del	  último	  lavado,	  las	  células	  se	  incubaron	  con	  50	  µl	  de	  solución	  de	  lavado	  

con	  el	  anticuerpo	  secundario	  por	  30	  min	  a	  4°C.	  Las	  células	  se	  lavaron	  tres	  veces	  con	  200	  µl	  



de	   solución	   de	   lavado	   y	   se	   fijaron	   con	   100	   µl	   de	   solución	   de	   fijación	   (4%	   de	  

paraformaldehido	   en	   PBS	   pH.	   7.4).	   Las	   células	   se	   almacenaron	   a	   4°C	   en	   oscuridad	   hasta	  

analizarlas	   utilizando	   un	   citómetro	   de	   flujo	   (FACScalibur®,	   Becton	   &	   Dickinson).	   Las	  

tinciones	   fueron	   analizadas	   utilizando	   los	   programas	   Cell	   Quest®	   (Becton	  &	  Dickinson)	   y	  

FlowJo©.	  

	  

f. Determinación	  de	  moléculas	  fosforiladas	  en	  timocitos	  

Para	   la	   determinación	   de	   las	   formas	   fosforiladas	   de	   Erk,	   P38,	   Cbl,	   PI2K	   y	   AKT	   en	   los	  

timocitos	   de	   los	   ratones	   transgénicos	   se	   utilizó	   el	   protocolo	   recomendado	   por	   BD	  

biosciences	  (PhosphoFlow)	  modificado	  como	  a	  continuación	  se	  describe.	  Los	  timos	  fueron	  

extraídos	  del	  ratón	  en	  medio	  de	  estimulación	  (DMEM,	  0.5%	  SFB)	  y	  disgregados	  utilizando	  

membranas	  de	  nylon	  (150	  mm.	  Small	  Parts™).	  Se	  eliminaron	  los	  eritrocitos	  incubando	  las	  

células	   en	   solución	   de	   lisis	   de	   eritrocitos	   (“RBC	   buffer”,	   155	  mM	   NH4Cl,	   10mM	   NaHCO3,	  

0.1mM	  EDTA)	  por	  10	  min	  a	  temperatura	  ambiente	  y	  se	  lavaron	  con	  medio	  de	  estimulación.	  

Se	   hizo	   la	   tinción	   de	   superficie	   incubando	   los	   anticuerpos	   primarios	   (CD4,	   CD8,	   6.5PE	   ó	  

CD25)	  por	  15	  min	  a	  4ºC,	  se	  lavaron	  y	  se	  estimularon	  con:	  Pervandato	  de	  sodio	  (100	  nM,	  5	  

min),	  PMA+Ionomicina	  (20	  ng/ml	  y	  200	  ng/ml,	  respectivamente,	  5	  min),	  anti-‐CD3bn	  y	  anti-‐

CD28bn	   (10	   µg/ml,	   ambos	   3	   min	   a	   4ºC).	   Los	   anticuerpos	   fueron	   entrecruzados	   con	  

estreptavidina	  purificada	  (20	  µg/ml,	  3	  ó	  5	  min).	  Todas	  las	  estimulaciones	  se	  llevaron	  a	  cabo	  

a	  37ºC,	  previamente	  estandarizando	  el	  tiempo	  de	  estimulación	  (5	  min	  para	  Erk,	  P38	  y	  c-‐Cbl;	  

y	   3	   min	   para	   PI3K	   y	   AKT).	   Después	   de	   la	   estimulación,	   las	   células	   fueron	   fijadas	   con	  

solución	  de	  lisis/fijación	  (Lyse/Fix	  buffer)	  por	  10	  min	  a	  37ºC	  y	  posteriormente	  incubadas	  

con	  solución	  de	  permeabilización	  (Perm	  buffer	  II).	  Finalmente,	  las	  células	  fueron	  lavadas	  e	  



incubadas	  con	   los	  anticuerpos	   intracelulares	   (pErk,	  pP38,	  pc-‐Cbl	  acoplados	  a	  Alexa647;	  ó	  

pPI3K	  	  pAKT	  purificados)	  por	  15	  min	  a	  temperatura	  ambiente.	  Los	  anticuerpos	  purificados	  

fueron	  detectados	   con	   anti-‐ratón	   acoplado	   a	   FITC	   o	   anti-‐conejo	   acoplado	   a	   PE.	   Todas	   las	  

muestras	  se	  capturaron	  en	  los	  citómetros	  BD	  FACScalibur	  ó	  BD	  FACSAria	  (BD	  Biociences)	  y	  

se	  analizaron	  con	  el	  programa	  FlowJo©.	  

	  

g. Determinación	  de	  Erk	  fosforilado	  en	  líneas	  celulares	  

	   Para	   la	   determinación	   de	   Erk	   en	   las	   líneas	   celulares,	   se	   contaron	   las	   células	   y	   se	  

inocularon	  107	  células	  en	  cajas	  de	  petri	  con	  10	  ml	  de	  medio	  de	  “starving”	  (RPMI	  1640,	  0.5%	  

SFB,	   glutamina,	   estreptomicina,	   penicilina	   y	   HEPES)	   por	   18	   horas,	   para	   disminuir	   la	  

fosforilación	  basal.	  Se	  centrifugaron	  y	  se	  fijaron	  con	  100	  µl	  de	  solución	  de	  fijación	  (4%	  de	  

paraformaldehido	  en	  PBS	  pH.	  7.4)	  por	  10	  min	  a	  37ºC.	  Se	  añadió	  1	  ml	  de	  solución	  de	  lavado	  

de	  FACS	  (PBS	  pH.	  7.4,	  2%	  SFB	  y	  0.02%	  Azida	  de	  Sodio)	  y	  se	  centrifugaron.	  A	  cada	  muestra	  

se	  añadió	  1	  ml	  de	  etanol	  absoluto	  en	  frío	  (EtOH	  100%,	  -‐20ºC)	  y	  se	  incubaron	  por	  30	  min	  en	  

hielo.	  Se	  centrifugaron	  y	   lavaron	  nuevamente	  con	  1	  ml	  de	  solución	  de	   lavado	  de	  FACS.	  Se	  

añadieron	  los	  anticuerpos	  en	  un	  volumen	  de	  50	  µl	  y	  se	  incubaron	  por	  20	  min	  a	  temperatura	  

ambiente.	  Se	  lavaron	  nuevamente	  y	  se	  resuspendieron	  en	  200	  µl	  de	  solución	  de	  fijación.	  Las	  

células	  se	  almacenaron	  a	  4°C	  en	  oscuridad	  hasta	  analizarlas	  utilizando	  un	  citómetro	  de	  flujo	  

(FACScalibur®,	   Becton	   &	   Dickinson).	   Las	   tinciones	   fueron	   analizadas	   utilizando	   los	  

programas	  Cell	  Quest®	  (Becton	  &	  Dickinson)	  y	  FlowJo©.	  

	  

	  

	  



h. Expresión	  de	  Foxp3	  

	   La	   determinación	   de	   la	   expresión	   de	   Foxp3	   se	   realizó	   utilizando	   el	   protocolo	  

recomendado	  por	  el	  proveedor	  (eBioscience).	  Los	  timos	  fueron	  extraídos	  del	  ratón	  en	  PBS	  y	  

disgregados	   utilizando	  membranas	   de	   nylon.	   Se	   eliminaron	   los	   eritrocitos	   incubando	   las	  

células	   en	   solución	   de	   lisis	   por	   10	   min	   a	   temperatura	   ambiente.	   Se	   hizo	   la	   tinción	   de	  

superficie	  incubando	  los	  anticuerpos	  primarios	  (CD4,	  CD8,	  6.5PE	  ó	  CD25)	  por	  15	  min	  a	  4ºC,	  

se	   lavaron	   y	   se	   fijaron	   y	   permeabilizaron	   con	   la	   solución	   recomendada	   en	   el	   kit	   (Treg	  

Staining	   Kit,	   eBioscience)	   30	  min	   a	   4ºC,	   se	   lavaron	   con	   solución	   de	   lavado	   de	   FACS	   y	   se	  

lavaron	  con	  medio	  de	  permeabilización	  (Perm	  buffer).	  Finalmente	  se	  añadió	  el	  anticuerpo	  

anti-‐Foxp3	  acoplado	  a	  PE-‐Cy5	  por	  30	  min	  a	  4ºC	  en	  medio	  de	  permeabilización.	  Todas	   las	  

muestras	  se	  capturaron	  en	  el	  citómetro	  BD	  FACSAria	  (BD	  Biociences)	  y	  se	  analizaron	  con	  el	  

programa	  FlowJo©.	  

	  

i. Clonación	  de	  vectores	  

Para	   generar	   las	   proteínas	   quiméricas	   que	   contienen	   1,	   2	   ó	   3	   copias	   del	   FKBP-‐12	  

(F36V)(FK*)	   se	   realizaron	   dos	   pasos	   secuenciales	   de	   clonación:	   1)	   generación	   de	   los	  

fragmentos	  de	  1,	  2	  y	  3	  copias	  del	   ligando	  FKBP*;	  y	  2)	  clonación	  de	  estos	  fragmentos	  en	  el	  

extremo	  5’	  de	  las	  construcciones	  para	  CD4	  y	  CD3ε.	  	  

Para	  generar	  los	  fragmentos	  con	  1,	  2	  y	  3	  copias	  del	  ligando	  del	  dimerizador	  se	  utilizó	  

el	  plásmido	  pC4Fv1E	  (Ariad	  Pharmaceutical)	  que	  contiene	  1	  copia	  del	  gen	  que	  codifica	  para	  

este	  ligando.	  A	  partir	  de	  este	  plásmido,	  se	  crearon	  2	  y	  3	  copias	  in	  tandem	  del	  gen	  utilizando	  

los	  sitios	  de	  restricción	  SpeI/BamHI	  y	  XbaI/BamHI,	  en	  los	  que	  los	  sitios	  SpeI	  y	  XbaI	  pueden	  

unirse,	  perdiendo	  el	  sitio	  de	  corte.	  Los	  plásmidos	  generados	  contienen	  1	  copia	  (pC4Fv1E),	  2	  



copias	   (pC4Fv2E)	   y	   3	   copias	   (pC4Fv13E).	   Posteriormente	   se	   cambiaron	   los	   sitios	   XbaI	   y	  

BamHI	  por	  el	  sitio	  XhoI	  en	  el	  extremo	  3’	  y	  EcoRI/XhoI	  en	  el	  extremo	  5’.	  Los	  fragmentos	  de	  2	  

y	  3	  copias	  fueron	  insertados	  en	  el	  extremo	  5’	  de	  las	  construcciones	  para	  CD4	  ó	  CD3ε	  (pSK	  #	  

8	  CD2CD4FKBP	  y	  pSK	  #11	  CD2εFKBPx3	  (98))	  utilizando	  el	  sitio	  de	  restricción	  XhoI.	  

	   Las	  quimeras	  fueron	  sub-‐clonadas	  en	  dos	  plásmidos	  de	  expresión:	  1)	  CD4	  MA	  (pBJ5	  

que	  contiene	  la	  quimera	  para	  CD4	  con	  los	  sitios	  FKBP	  endógenos	  (228))	  para	  expresión	  en	  

células	   eucariontes	   utilizando	   los	   sitios	   de	   restricción	   Not1/EcoR1;	   y	   2)	   el	   plásmido	  

retroviral	   MIG	   (proveído	   por	   el	   Dr.	   José	   Alberola-‐Ila),	   para	   generar	   partículas	   virales	   e	  

infectar	  timocitos	  en	  ensayos	  de	  cultivo	  de	  timo	  fetal,	  utilizando	  la	  enzima	  EcoR1.	  

	  

j. Generación	  de	  proteínas	  quiméricas	  CD3ε/CD4	  

	   Para	   generar	   líneas	   que	   expresan	   establemente	   las	   quimeras	   se	   transfectaron	   por	  

electroporación	   107	   células	   Bw5147	   ó	   EL-‐4	   con	   5	   μg	   de	   los	   plásmidos	   CD2εFKBP*1MA,	  

CD2εFKBP*3MA,	   CD2CD4FKBP*3MA.	   Se	   utilizó	   un	   electroporador	   BTX	   modelo	   ECM630	  

(BTX).	  Las	  condiciones	  de	  electroporación	  utilizadas	  fueron:	  960μF,	  125	  ohms,	  240	  volts	  en	  

300μl	   de	   medio	   para	   electroporar	   (RPMI	   1640,	   10%	   SFB,	   glutamina,	   estreptomicina	   y	  

penicilina	   en	   ausencia	   de	   HEPES).	   Las	   células	   se	   incubaron	   en	   10	   ml	   de	   medio	   RPMI	  

completo	  por	  18	  horas.	  Posteriormente	  se	  pasaron	  a	  cajas	  con	  10	  ml	  de	  medio	  de	  ayuno	  y	  

se	  incubaron	  18	  horas	  más.	  

	   Para	  las	  transfecciones	  estables,	  se	  utilizaron	  107	  células	  y	  se	  electroporaron	  con	  10	  

μg	  de	   los	  mismos	  plásmidos	  previamente	   linearizados	  con	   la	  enzima	  EcoRI.	  Las	  células	  se	  

recuperaron	  en	  10	  ml	  de	  medio	  completo	  y	  posteriormente	  se	  pasaron	  a	  medio	  completo	  



con	   geneticina	   (1.2	   μg/ml	   o	   1.9	   μg/ml)	  para	   seleccionar	   las	   células	   que	   han	   integrado	   el	  

DNA	  en	  su	  genoma.	  	  

	  

k. Ensayos	  de	  fosforilación	  por	  WesternBlot	  

	   Se	   contaron	   las	   células	   y	   se	   inocularon	   107	   células	   en	   cajas	   de	   Petri	   con	   10	  ml	   de	  

medio	   de	   “ayuno”	   (RPMI	   1640,	   0.5%	   SFB)	   por	   18	   horas,	   para	   disminuir	   la	   fosforilación	  

basal.	  Se	  centrifugaron	  y	  se	  resuspendieron	  en	  300	  μl	  de	  medio	  con:	  Pervanadato	  (100mM),	  

PMA/Ionomicina	   (10	   ng/ml	   y	   0.1	   mM	   respectivamente),	   anti-‐CD2bn	   (5µg/ml)	   +	  

estreptavidina	   purificada	   (10	   µg/ml),	   AP20187	   (0.1	   µM/1	   µM/	   5	   µM,	   1	   y	   5	   min).	   Se	  

incubaron	  3	  min	  a	  37°C	  y	  se	  detuvo	  la	  estimulación	  con	  600	  μl	  de	  solución	  de	  “stop”	  a	  4°C	  

(PBS,	  20mM	  NaF	  y	  1mM	  Na3VO4).	  Las	  células	  que	  fueron	  estimuladas	  con	  el	  dimerizador	  se	  

incubaron	  20	  min	  a	  37°C	  y	  se	  detuvo	  la	  estimulación	  con	  600	  μl	  de	  solución	  de	  “stop”	  a	  4°C.	  

Todas	  las	  células	  se	  centrifugaron	  5	  min	  a	  1000	  rpm	  y	  se	  resuspendieron	  para	  lisar	  en	  100	  

μl	   de	   solución	   de	   lisis	   (1%	   Tritón	   X-‐100,	   20mM	   Tris	   pH	   7.6,	   100mM	   NaCl,	   1mM	   EDTA,	  

20mM	  NaF,	  1mM	  Na3VO4,	  Aprotinina	  10μg/ml,	  Leupeptina	  10μg/ml,	  Pepstatina	  A	  1μg/ml,	  

DTT	  1μM	  y	  PMSF	  10μg/ml).	  Las	  células	  se	  incubaron	  con	  la	  solución	  de	  lisis	  por	  10	  min	  a	  

4°C	   y	   se	   centrifugaron	   por	   10	   min	   a	   13000	   rpm.	   Finalmente	   se	   recuperaron	   los	  

sobrenadantes.	  

	   A	   partir	   de	   100	   μl	   de	   los	   sobrenadantes,	   se	   tomaron	   40	   μl	   y	   se	   añadió	   40	   μl	   de	  

colorante	  para	  proteínas	  (20	  mM	  Tris	  pH	  6.8,	  8%	  SDS,	  40%	  Glicerol	  y	  Azul	  de	  Bromofenol).	  

Todas	   las	  muestras	  se	  hirvieron	  por	  5	  min	  a	  95°C	  y	  se	  centrifugaron	  por	  10	  min	  a	  13000	  

rpm.	  Las	  muestras	  se	  separaron	  en	  geles	  de	  SDS-‐PAGE	  (10%)	  (Bio	  Rad	  Laboratories).	  



	   Para	  hacer	  la	  hibridización,	  se	  transfieron	  las	  proteínas	  a	  membranas	  de	  difloruro	  de	  

polivinilo	  (PVDF)	  de	  0.45	  μM	  (Millipore	  Co.)	  por	   transferencia	  semi-‐seca	  en	  un	  equipo	  de	  

Owl	  Scientific	   (1	  hora	  a	  10	  volts	  o	  1	  Amp).	  Al	   finalizar	   la	   transferencia	   las	  membranas	  se	  

bloquearon	   con	  una	   solución	  de	  TSA	   (Tris	  50	  mM	   	  pH	  7.6,	  NaCl	  150	  mM,	  Azida	  de	  Sodio	  

0.02%),	  0.1%	  Tween	  20	  y	  5%	  leche	  en	  polvo	  sin	  grasa	  por	  2	  horas	  a	  temperatura	  ambiente	  

o	   toda	   la	  noche	  a	  4°C,	  en	  agitación.	  Los	  anticuerpos	  primarios	  se	   incubaron	  en	  TSA,	  0.1%	  

Tween	   20,	   1%	   de	   leche	   por	   1	   hora	   a	   temperatura	   ambiente	   o	   toda	   la	   noche	   a	   4°C,	   en	  

agitación.	  Finalmente	  los	  anticuerpos	  secundarios	  se	  colocaron	  en	  TS,	  0.1%	  Tween	  20,	  1%	  

de	  leche	  por	  20.	  Las	  proteínas	  se	  revelaron	  con	  ECL	  (Amersham	  Pharmacia)	  y	  se	  expusieron	  

en	  placas	  de	  rayos	  X	  (Biomax	  MR,	  KODAK).	  

	  

l. Flujos	  de	  Calcio	  

	   Se	   marcaron	   5x106	   células	   con	   Fluo-‐3	   y	   Fura-‐Red	   (Molecular	   Probes.	   Invitrogen)	  

siguiendo	  el	  siguiente	  protocolo:	  se	  preparó	  una	  solución	  de	  Ácido	  Plurónico	  (0.5μg/ml	  en	  

medio	  RPMI	  al	  2%	  SFB)	  (Molecular	  Probes,	  Invitrogen).	  Se	  diluyeron	  los	  viales	  de	  Fluo3	  	  y	  

Fura	  Red	  	  en	  50	  μl	  de	  DMSO	  estéril	  y	  se	  preparó	  la	  solución	  de	  tinción	  2x,	  añadiendo	  30	  μl	  

de	  Fluo3	  (6μg/ml)	  y	  50	  μl	  de	  Fura	  Red	  (10μg/ml)	  a	  los	  5	  ml	  de	  medio	  RPMI,	  2%	  de	  SFB	  	  +	  

Ácido	   plurónico.	   Esta	   solución	   es	   utilizada	   para	   permeabilizar	   las	   células	   y	   permitir	   la	  

entrada	  de	  los	  fluoróforos.	  Aparte,	  se	  contaron	  las	  células	  y	  se	  diluyeron	  en	  medio	  a	  1x107	  

células	   por	   ml.	   Se	   mezcló	   1:1	   la	   suspensión	   de	   células	   y	   la	   solución	   de	   tinción	   2x	   y	   se	  

incubaron	  por	  45	  min	  a	  37°C,	  agitando	  cada	  10	  min.	  Se	  lavaron	  las	  células	  3	  veces	  con	  1	  ml	  

de	  medio	  RPMI	  al	  2%	  SFB.	  Las	  pastillas	  celulares	  se	  resuspendieron	  en	  medio	  RPMI	  al	  2%	  

de	  suero	  fetal	  Bovino	  y	  se	  incubaron	  por	  45	  min	  a	  temperatura	  ambiente,	  agitando	  cada	  10	  



min.	   Las	   células	   se	   lavaron	   nuevamente	   con	   1	  ml	   de	   RPMI	   sin	   SFB	   y	   se	   resuspendieron	  

finalmente	  en	  1	  ml	  de	  este	  medio.	  Para	  las	  estimulaciones,	  se	  prepararon	  tubos	  de	  FACS	  con	  

1	  ml	  de	  medio	  sin	  SFB.	  Al	  momento	  de	  pasarlas	  por	  el	  FACS,	  se	   le	  añadieron	  300	  μl	  de	   la	  

suspensión	   de	   células	   a	   cada	   tubo	   y	   se	   colocaron	   a	   37°C.	   Se	   estimularon	   añadiendo	   al	  

momento:	   los	   dimerizadores	   AP20187	   (1μM),	   anti-‐CD3biotina	   (10	   μg/ml)	   o	   anti-‐CD2	  

biotina	  (10	  μg/ml)	  seguidos	  de	  estreptavidina	  (20	  μg/ml).	  Para	  verificar	  las	  condiciones	  de	  

las	   células	   y	   la	   máxima	   liberación	   de	   calcio	   se	   añadió	   Ionomicina	   (500	   ng/ml).	   Los	  

resultados	  fueron	  adquiridos	  utilizando	  un	  Citómetro	  de	  Flujo	  marca	  FACScalibur®	  (Becton	  

and	  Dickinson)	  y	  el	  programa	  CellQuest®	  (Becton	  and	  Dickinson).	  Para	  analizar	   los	   flujos	  

de	   calcio	   se	   utilizó	   el	   programa	   FACS	   Assistant®	   (Becton	   and	   Dickinson),	   que	   permite	  

calcular	   la	   razón	   de	   las	   fluorescencias	   FL1/FL3	   y	   los	   resultados	   fueron	   importados	   en	   el	  

programa	  Microsoft	  Excel®	  	  para	  graficar.	  

	  

m. Infección	  retroviral	  

	   Para	   hacer	   el	   análisis	   de	   las	   quimeras	   en	   células	   de	   médula	   ósea,	   se	   purifican	  

progenitores	   de	  médula	   ósea	   de	   ratones	  MHC	  KO	   adultos	   (6-‐12	   semanas)	   y	   se	   ponen	   en	  

cultivo	   por	   5	   días	   con	   las	   citocinas	   IL-‐3	   (20	   ng/ml),	   IL-‐6	   (50	   ng/ml)	   y	   SCF	   (1/50	  

sobrenadante	   	   BHK-‐MKL).	   Posteriormente	   se	   infectan	   con	   los	   sobrenadantes	   virales	   y	  

polibrene	  (8	  μg/ml).	  Se	  centrifugan	  90	  min	  a	  2,500	  rpm.	  Una	  vez	  centrifugadas,	  se	  sustituye	  

el	  50%	  del	  sobrenadante	  viral	  con	  medio	  fresco	  +	  citocinas	  y	  se	  dejan	  incubar	  24-‐48	  h.	  En	  

esta	  parte	  del	  ensayo	  se	  han	  obtenido	  porcentajes	  de	  infección	  de	  aproximadamente	  el	  20-‐

30%	  en	  los	  últimos	  ensayos.	  	  



Una	  vez	   infectadas	   las	  células,	   se	  recuperan	  y	  se	   transfieren	  a	   los	  ratones	  MHC	  KO	  

irradiados	   (1-‐2x106	   células	   por	   ratón).	   Después	   de	   6-‐8	   semanas	   se	   extraen	   el	   timo,	   los	  

ganglios,	  mesentéricos	  y	  periféricos,	  el	  bazo	  y	  la	  médula	  ósea	  del	  fémur.	  Mediante	  tinción	  de	  

superficie	  y	  citometría	  de	  flujo	  se	  determina	  el	  porcentaje	  y	  el	  estadio	  de	  diferenciación	  de	  

las	  células	  GFP+	  en	  cada	  uno	  de	  los	  órganos,	  inducido	  por	  la	  presencia	  del	  dimerizador	  o	  con	  

anticuerpos	  anti-‐CD2.	  	  



X.	  Resultados	  

a. Análisis	  de	  la	  señalización	  en	  la	  selección	  de	  células	  T	  reguladoras	  

Para	   analizar	   las	   vías	  de	   señalización	   involucradas	   en	   la	   diferenciación	   a	   células	  T	  

reguladoras	   (nTregs,	   CD4+CD25+)	   utilizamos	   un	   modelo	   de	   ratones	   transgénicos	  

(previamente	  descrito	  por	  Kirber,	  et	  al.	  1994)	  en	  el	  que	  se	  ha	  observado	  la	  generación	  de	  

células	  T	   reguladoras	  y	   su	   función	  en	  periferia	   (199,	  229).	   Sin	  embargo,	   la	  generación	  de	  

estas	  células	  en	  el	  timo	  de	  estos	  ratones	  aún	  no	  se	  ha	  descrito.	  

En	   este	   modelo	   de	   ratones	   transgénicos	   se	   expresa	   tanto	   un	   receptor	   específico	  

(TCRHA)	  como	  su	  péptido	  de	  reconocimiento.	  En	  estos	  ratones,	  el	  péptido	  HA	  (111-‐119)	  se	  

expresa	  en	  el	  contexto	  de	  la	  molécula	  del	  MHC	  clase	  II,	  I-‐Ed,	  bajo	  el	  control	  del	  promotor	  de	  

Ig-‐k	   en	   células	   hematopoyéticas,	   incluyendo	   las	   células	   del	   epitelio	   tímico.	   Las	   células	   T	  

reguladoras	  generadas	  en	  el	  ratón	  doble	  transgénico	  (TCRHA	  x	  IgHA)	  muestran	  un	  fenotipo	  

anérgico	   en	   respuesta	   a	   la	   estimulación	   con	   antígeno	   in	   vitro,	   pero	   son	   capaces	   de	  

responder	  al	   antígeno	   in	  vivo.	  Expresan	  altos	  niveles	  de	  CTLA-‐4	  e	   IL-‐10	  y	   son	  capaces	  de	  

inhibir	  la	  proliferación	  de	  otras	  células	  de	  manera	  antígeno-‐específica	  (199).	  	  

	  

i. Caracterización	   de	   la	   expresión	   de	   Foxp3	   en	   timocitos	   DP	   y	  

CD4SP	  de	  los	  ratones	  transgénicos	  

Nuestro	   primer	   objetivo	   fue	   determinar	   la	   expresión	   de	   Foxp3	   en	   células	   TCRHA-‐

específicas	   en	   las	   subpoblaciones	   tímicas,	   comparando	   el	   ratón	   simple	   transgénico	  

(TCRHA)	   con	   el	   doble	   transgénico	   (TCRHA	   x	   IgHA).	   Cuando	   analizamos	   la	   expresión	   de	  

Foxp3	  en	   la	  población	  TCRHA	  específica,	  encontramos	  que	  existe	  un	  mayor	  porcentaje	  de	  

células	  Foxp3+	   tanto	   en	   las	   subpoblaciones	  de	   timocitos	  DP	   (9.1%	  vs	  2.8%)	   como	  CD4SP	  



(24.4%	  vs	  1.4%)	  de	   los	  ratones	  TCRHA	  x	  IgHA	  que	  en	  los	  TCRHA	  (Figura	  8A).	  Así	  mismo,	  

encontramos	   también	   un	   incremento	   en	   el	   porcentaje	   de	   células	   Foxp3+	   dentro	   de	   las	  

células	   que	   no	   expresan	   el	   receptor	   específico,	   lo	   que	   concuerda	   con	   la	   generación	   de	  

células	  T	  reguladoras	  “naturales”	  (nTregs).	  

Una	  de	  las	  moléculas	  inicialmente	  asociadas	  al	  fenotipo	  de	  células	  reguladoras	  es	  la	  

cadena	  alfa	  del	  receptor	  de	  IL-‐2	  (IL-‐2Rα	  o	  CD25).	  Por	  lo	  tanto	  analizamos	  la	  expresión	  de	  

este	  marcador	  dentro	  las	  subpoblaciones	  DP	  y	  CD4SP	  que	  expresan	  Foxp3.	  Nuestros	  datos	  

muestran	   que	   Foxp3	   se	   expresa	   exclusivamente	   en	   la	   población	   6.5+CD25+/alto	   en	   los	  

ratones	  TCRHA	  (Figura	  8B	  y	  C).	  Sin	  embargo,	  en	  los	  ratones	  TCRHA	  x	  IgHA,	  la	  expresión	  de	  

Foxp3	   se	   observa	   también	   dentro	   de	   la	   población	   6.5+CD25-‐	   en	   timocitos	   CD4SP	   (Figura	  

8C).	   El	   aumento	   en	   el	   porcentaje	   de	   células	   Foxp3	   en	   el	   ratón	   TCRHA	   x	   IgHA	   fue	  

estadísticamente	   significativo	   y	   se	   vio	   reflejado	   también	   en	   un	   incremento	   en	   el	   número	  

total	  de	  timocitos	  Foxp3+	  (Figura	  8D	  y	  E,	  respectivamente).	  Estos	  datos	  apoyan	  la	  teoría	  en	  

la	   que	   ligandos	   de	   alta	   afinidad	   podrían	   inducir	   la	   selección	   a	   células	   T	   reguladoras	  

(revisado	  en	  (230)).	  

	  

ii. Análisis	   de	   la	   señalización	   en	   las	   células	   T	   reguladoras	   en	   un	  

modelo	  de	  ratones	  transgénicos	  

Para	  determinar	  las	  vías	  de	  señalización	  involucradas	  en	  la	  generación	  de	  las	  células	  

reguladoras,	  comparamos	  los	  patrones	  de	  fosforilación	  de	  las	  vías	  de	  señalización	  del	  TCR	  y	  

CD28	   en	   las	   células	   que	   expresan	   el	   TCR	   específico	   (6.5+).	   Para	   lograr	   este	   objetivo	  

utilizamos	   la	   citometría	   de	   flujo	   como	   herramienta	   de	   detección	   ya	   que	   nos	   permite	  

analizar	   poblaciones	   complejas	   y/o	   poco	   representadas	   (231).	   Se	   compararon	   dos	  
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condiciones	  de	  fosforilación:	  la	  fosforilación	  basal,	  en	  timocitos	  recién	  extraídos	  del	  órgano	  

y	  que	  se	  mantuvieron	  en	  medio	  con	  0.5%	  SFB;	  y	  la	  fosforilación	  en	  respuesta	  a	  estímulo,	  en	  

la	  que	  se	  incubaron	  los	  timocitos	  en	  presencia	  de	  PMA/Ionomicina	  o	  anticuerpos	  anti-‐CD3	  

y/o	  anti-‐CD28.	  

Inicialmente	   analizamos	   la	   fosforilación	   de	   las	   MAP	   cinasas	   Erk1/2	   y	   P38,	   como	  

moléculas	   involucradas	   en	   los	   procesos	   de	   selección	   positiva	   y	   negativa	   de	   los	   timocitos,	  

respectivamente	  (revisado	  en	  (78)).	  No	  encontramos	  diferencias	  significativas	  en	  cuanto	  a	  

la	  fosforilación	  basal	  de	  estas	  moléculas	  en	  timocitos	  DP	  y	  CD4SP	  6.5+	  de	  ambos	  ratones.	  Sin	  

embargo	   observamos	   una	   tendencia	   en	   la	   que	   la	   fosforilación	   de	   Erk	   es	   mayor	   en	   los	  

timocitos	  CD4SP	  6.5+	  del	  ratón	  TCRHA	  x	  IgHA	  en	  comparación	  con	  los	  timocitos	  del	  ratón	  

TCRHA.	  Por	  el	  contrario,	  la	  fosforilación	  de	  P38	  se	  encuentra	  disminuida	  en	  esta	  población	  

del	  ratón	  TCRHA	  x	  IgHA	  (Figura	  9).	  

Cuando	   analizamos	   la	   fosforilación	   de	   Erk	   en	   condiciones	   de	   estimulación,	  

encontramos	  que	  no	  hay	  diferencias	  en	  la	  activación	  de	  estas	  moléculas	  en	  los	  timocitos	  DP	  

de	  ambos	  ratones.	  Sin	  embargo,	  los	  timocitos	  6.5+	  CD4SP	  del	  ratón	  TCRHA	  x	  IgHA	  tuvieron	  

una	   menor	   fosforilación,	   de	   Erk	   en	   respuesta	   al	   entrecruzamiento	   con	   anti-‐CD3,	   pero	  

respondieron	  normalmente	  a	  la	  estimulación	  con	  PMA+Ionomicina	  (Figura	  10A).	  	  

Para	   P38,	   los	   datos	   nuevamente	   fueron	   contrarios	   a	   lo	   observado	   para	   Erk.	   La	  

fosforilación	  de	  P38	  en	   respuesta	  al	   anti-‐CD3	   fue	  mayor,	   tanto	   los	   timocitos	  DP	  como	   los	  

CD4SP	  6.5+	  del	   ratón	  TCRHA	  x	   IgHA	  que	  su	  contraparte	  en	  el	   ratón	  TCRHA	  (Figura	  10B).	  

Estos	  datos	  sugieren	  que	  Erk1/2	  es	  preferencialmente	  activado	  en	  células	  naïve,	  mientras	  

que	  P38	  se	  asocia	  más	  al	  fenotipo	  regulador.	  
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	   Las	   señales	   transducidas	   a	   través	   del	   TCR	  durante	   la	  maduración	   de	   los	   timocitos	  

generan	   señales	   tanto	   positivas	   como	   negativas	   que	   convergen	   en	   la	   diferenciación	   a	   los	  

diversos	   linajes.	  Con	  respecto	  a	   la	  diferenciación	  a	  células	  T	  reguladoras,	  se	  ha	  propuesto	  

debido	   a	   que	   son	   clonas	   de	   alta	   avidez,	   requieren	   de	   mecanismos	   que	   disminuyan	   la	  

intensidad	  de	  la	  señal	  inducida	  a	  través	  de	  su	  TCR,	  para	  evitar	  su	  selección	  negativa.	  Uno	  de	  

los	  reguladores	  negativos	  descritos	  de	  la	  señalización	  del	  TCR	  es	  la	  ligasa	  de	  ubiquitinas,	  c-‐

Cbl	  (232,	  233).	  Esta	  molécula	  ha	  sido	  descrita	  previamente	  como	  un	  regulador	  negativo	  de	  

las	  señales	  transducidas	  por	  el	  TCR	  en	  células	  T	  reguladoras	  (revisado	  en	  (234)),	  por	  lo	  que	  

suponemos	   que	   su	   fosforilación	   podría	   estar	   aumentada	   en	   las	   células	   6.5+	   en	   nuestros	  

ratones	   TCRHA	   x	   IgHA.	   De	  manera	   sorprendente,	   encontramos	   que	   tanto	   la	   fosforilación	  

basal,	   como	   en	   respuesta	   a	   anti-‐CD3	   +	   anti-‐CD28,	   son	   menores	   en	   las	   células	   del	   ratón	  

TCRHA	  x	  IgHA,	  que	  las	  del	  ratón	  TCRHA	  (Figura	  11).	  

Otra	  molécula	  que	  ha	   sido	   relacionada	   con	   el	   desarrollo	   y	   función	  de	   las	   células	  T	  

reguladoras	  es	  la	  cinasa	  AKT	  (231,	  235).	  Nuestros	  datos	  demostraron	  que	  tanto	  las	  células	  

del	   ratón	   TCRHA,	   como	   las	   del	   TCRHA	   x	   IgHA	   respondieron	   de	   manera	   similar	   al	  

entrecruzamiento	  con	  anti-‐CD3.	  Sin	  embargo,	  al	  añadir	  anti-‐CD28	  al	  entrecruzamiento	  con	  

anti-‐CD3,	   sólo	   las	   células	  DP	  y	  CD4SP	  del	   ratón	  TCRHA	   respondieron	   a	   este	   estímulo.	  De	  

alguna	  manera,	  las	  células	  del	  ratón	  TCRHA	  x	  IgHA	  son	  insensibles	  al	  entrecruzamiento	  con	  

anti-‐CD28	  (Figura	  12).	  

Estos	  resultados	  sugieren	  que	  la	  señalización	  en	  las	  células	  T	  reguladoras	  de	  nuestro	  

ratón	  doble	  transgénico	  TCRHA	  x	  IgHA	  poseen	  una	  señalización	  deficiente	  inducida	  por	  el	  

entrecruzamiento	  del	  TCR.	  Sin	  embargo,	  ya	  que	  la	  población	  6.5+	  de	  estos	  ratones	  contiene	  



A
) 

B
) 

Fi
gu
ra
	  1
1
.	  
M
en
or
	  f
os
fo
ri
la
ci
ón
	  b
as
al
	  y
	  e
n
	  r
es
p
u
es
ta
	  a
	  e
st
ím
u
lo
	  d
e	  
c-
Cb
l	  
en
	  l
os
	  t
im
oc
it
os
	  d
el
	  r
at
ón
	  T
CR
H
A
	  x
	  I
gH
A
.	  S
e	  
de
te
rm
in
ó	  
la
	  

fo
sf
or
ila
ci
ón
	  d
e	  
c-‐
Cb
l	  e
n	  
co
nd
ic
io
ne
s	  
(A
)	  b
as
al
es
	  y
	  (B
)	  e
n	  
re
sp
ue
st
a	  
a	  
an
ti-‐
CD
3.
	  S
e	  
ca
lc
ul
ar
on
	  lo
s	  
va
lo
re
s	  
m
ed
ia
nt
e	  
la
	  r
el
ac
ió
n	  
en
tr
e	  
lo
s	  
da
to
s	  

ob
te
ni
do
s	  e
n	  
la
s	  m

ue
st
ra
s	  e
st
im
ul
ad
as
	  e
nt
re
	  lo
s	  d
at
os
	  d
e	  
la
s	  m

ue
st
ra
s	  s
in
	  e
st
im
ul
ar
	  (m

ed
io
)	  e
n	  
tim

oc
ito
s	  6
.5
+ 	  d
e	  
lo
s	  r
at
on
es
	  T
CR
H
A	  
x	  
Ba
lb
-‐c
	  y
	  

TC
RH
A	  
x	  
Ig
H
A;
.	  S
e	  
m
ue
st
ra
	  lo
s	  p
ro
m
ed
io
s	  ±
	  e
rr
or
	  e
st
án
da
r	  (
Ba
sa
l:	  
n=
3;
	  E
st
im
ul
ad
os
:	  n
	  =
	  5
).	  

0 

0.
5 1 

1.
5 2 

2.
5 

D
P 

C
D

4S
P 

pc-Cbl Median FI Increment 

TC
R

H
A 

TC
R

H
A

xI
gH

A 

0 

0.
5 1 

1.
5 2 

2.
5 

U
ns

tim
ul

at
ed

 
C

D
3 

U
ns

tim
ul

at
ed

 
C

D
3 

pc-Cbl Median FI Increment 

TC
R

H
A 

TC
R

H
A

/Ig
H

A 



A
) 

B
) 

Fi
gu
ra
	  1
2
.	  L
os
	  t
im
oc
it
os
	  d
el
	  r
at
ón
	  T
CR
H
A
	  x
	  I
gH
A
	  p
os
ee
n
	  m
ay
or
es
	  n
iv
el
es
	  d
e	  
A
K
T
	  fo
sf
or
il
ad
o	  
p
er
o	  
n
o	  
re
sp
on
d
en
	  a
l	  e
n
tr
ec
ru
za
m
ie
n
to
	  

co
n
	  a
n
ti
-C
D
2
8
.	  S
e	  
de
te
rm
in
ó	  
la
	  fo
sf
or
ila
ci
ón
	  d
e	  
AK
T	  
en
	  c
on
di
ci
on
es
	  (
A)
	  b
as
al
es
	  y
	  (
B)
	  e
n	  
re
sp
ue
st
a	  
a	  
an
ti-‐
CD
3	  
o	  
an
ti-‐
CD
3	  
+	  
an
ti-‐
CD
28
.	  S
e	  

ca
lc
ul
ar
on
	  lo
s	  v
al
or
es
	  co
m
o	  
se
	  m
en
ci
on
a	  
an
te
ri
or
m
en
te
.	  L
as
	  g
rá
Wic
as
	  re
pr
es
en
ta
n	  
lo
s	  p
ro
m
ed
io
s	  ±
	  e
rr
or
	  e
st
án
da
r	  (
n	  
=	  
5)
.	  

0.
00

 
0.

20
 

0.
40

 
0.

60
 

0.
80

 
1.

00
 

1.
20

 
1.

40
 

1.
60

 

D
P 

C
D

4S
P 

pAKT Median FI Increment 

TC
R

H
A 

TC
R

H
A

xI
gH

A 

0 

0.
2 

0.
4 

0.
6 

0.
8 1 

1.
2 

1.
4 

1.
6 

1.
8 

U
ns

tim
ul

at
ed

 
C

D
3 

C
D

3+
28

 
U

ns
tim

ul
at

ed
 

C
D

3 
C

D
3+

28
 

pAKT Median FI Increment 

TC
R

H
A 

TC
R

H
A

xI
gH

A 



un	   porcentaje	   de	   células	   Foxp3-‐,	   decidimos	   validar	   nuestros	   datos	   en	   una	   población	   de	  

células	  T	  reguladoras	  “naturales”	  en	  ratones	  silvestres.	  

	  

iii. Análisis	  de	  la	  señalización	  en	  células	  nTregs	  de	  ratones	  silvestres	   	  

	   Para	  analizar	  los	  patrones	  de	  fosforilación	  en	  las	  células	  T	  reguladoras	  naturales,	  

decidimos	   analizar	   la	   fosforilación	   de	   las	   moléculas	   anteriormente	   descritas	   en	   la	  

población	   CD25+/alto,	   previamente	   descritas	   como	   células	   T	   reguladoras	   “naturales”,	   y	  

que	  fueron	  caracterizadas	  por	  la	  expresión	  del	  factor	  de	  transcripción	  Foxp3	  (>80-‐90%	  

de	  células	  CD25+/alto).	  

	   Con	   respecto	   a	   la	   fosforilación	   basal	   de	   Erk,	   se	   observó	   que	   las	   células	   DP	  

CD25+/alto	  	  poseen	  una	  mayor	  fosforilación	  basal	  que	  las	  células	  CD25-‐.	  Sin	  embargo,	  esta	  

diferencia	  no	   fue	   significativa	   en	   las	   células	  CD4SP	  CD25+/alto(Figura	  13A).	   P38,	   por	   su	  

parte,	  tuvo	  el	  mismo	  comportamiento	  que	  Erk	  tanto	  en	  las	  células	  DP	  como	  en	  las	  CD4SP,	  

a	  pesar	  de	  que	  las	  diferencias	  no	  alcanzaron	  la	  significancia	  (datos	  no	  mostrados).	  

	   En	   condiciones	  de	   estimulación,	   las	   células	  CD25-‐	   y	  CD25+/alto	   respondieron	   	   de	  

manera	   similar	   al	   entrecruzamiento	   con	   anti-‐CD3	   y	   PMA+Ionomicina.	   Sin	   embargo,	  

solamente	   las	   células	   CD25-‐	   fueron	   capaces	   de	   inducir	   la	   fosforilación	   de	   Erk	   en	  

respuesta	   a	   anti-‐CD3	   +	   anti-‐CD28	   (Figura	   13B).	   Estos	   resultados	   confirman	   la	   falta	   de	  

respuesta	  observado	  en	  las	  células	  reguladores	  6.5+	  de	  nuestro	  ratón	  TCRHA	  x	  IgHA,	  por	  

lo	  que	  proponemos	  que	  las	  células	  reguladoras	  poseen	  una	  deficiencia	  a	  nivel	  proximal	  

en	  la	  señalización	  a	  través	  del	  TCR.	  	  	  

	   Por	   otro	   lado,	   la	   fosforilación	   de	   la	   ligasa	   de	   ubiquitina,	   c-‐Cbl	   se	   encontró	  

aumentada	   en	   la	   población	   CD25+/alto	   de	   estos	   ratones	   en	   condiciones	   basales.	   Sin	  
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embargo,	   y	   nuevamente	   confirmando	   la	   respuesta	   observada	   en	   los	   ratones	  

transgénicos,	   estás	   células	   no	   	   fueron	   capaces	   de	   inducir	   la	   fosforilación	   de	   c-‐Cbl	   en	  

respuesta	   a	   la	   estimulación	   con	   anti-‐CD3	   pero	   respondieron	   normalmente	   a	   la	  

estimulación	  con	  anti-‐CD3	  +	  anti-‐CD28	  (Figura	  14).	  	  

	   Finalmente,	   analizamos	   la	   fosforilación	   de	   las	   cinasas	   AKT	   y	   PI3K	   como	  

marcadores	  de	  la	  señalización	  inducida	  a	  través	  de	  CD28	  	  y	  que	  se	  han	  relacionado	  con	  la	  

maduración	  de	  las	  células	  T	  reguladoras	  “naturales”	  (revisado	  en	  (63)).	  Tanto	  PI3K	  como	  

AKT	  tienen	  un	  mayor	  nivel	  de	  fosforilación	  basal	  en	  las	  células	  CD25+/alto	  DP	  y	  CD4SP	  que	  

las	  células	  CD25-‐	  (Figura	  15).	  Este	  dato	  concuerda	  con	  la	  mayor	  fosforilación	  basal	  de	  c-‐

Cbl	  en	  estos	  ratones,	  ya	  que	  se	  ha	  relacionado	  a	  esta	  ligasa	  con	  el	  reclutamiento	  de	  PI3K	  

al	  complejo	  de	  señalización	  del	  TCR	  (213).	  

	   Con	  respecto	  a	   la	   fosforilación	  en	  respuesta	  al	  entrecruzamiento	  con	  anti-‐CD3	  +	  

anti-‐CD28,	   los	   timocitos	   CD25+/alto	   DP	  mostraron	   un	   incremento	   en	   la	   fosforilación	   de	  

AKT.	  Sin	  embargo,	  una	  vez	  que	  estas	  células	  alcanzan	  el	  estadio	  CD4SP,	  no	  son	  capaces	  

de	   inducir	   una	   completa	   fosforilación	   tanto	   de	   PI3K	   como	   de	   AKT	   (Figura	   16);	  

confirmando	  los	  datos	  de	  las	  células	  T	  reguladoras	  del	  ratón	  transgénico.	  

	  

b. Modelo	  de	  inducción	  de	  señalización	  a	  través	  del	  TCR	  

Como	   parte	   de	   las	   herramientas	   para	   definir	   cuáles	   son	   las	   proteínas	   y/o	   vías	   de	  

señalización	  involucradas	  en	  la	  diferenciación	  de	  los	  linfocitos	  T	  durante	  su	  maduración	  en	  

el	   timo,	   utilizamos	   un	   sistema	   de	   dimerización	   que	   nos	   permite	   entrecruzar	   proteínas	  

particulares	  y	  analizar	  la	  consecuencia	  de	  estas	  interacciones.	  Este	  sistema	  se	  ha	  utilizado	  

en	  nuestro	  laboratorio	  para	  definir	  la	  contribución	  de	  las	  cadenas	  del	  complejo	  TCRζ/CD3	  
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en	  la	  activación	  de	  los	  linfocitos	  T	  (228).	  Este	  sistema	  de	  dimerización	  está	  basado	  en	  el	  uso	  

de	   moléculas	   orgánicas	   de	   bajo	   peso	   molecular	   capaces	   de	   permear	   la	   membrana	   e	  

interaccionar	   con	   dos	   ligandos	   al	   mismo	   tiempo	   e	   inducir	   su	   dimerización.	   A	   estas	  

moléculas	  se	  les	  conoce	  como	  “inductores	  químicos	  de	  dimerización”	  (chemical	  inducers	  of	  

dimerization,	   CIDs).	   Estos	   inductores	   constan	   de	   dos	   dominios	   que	   reconocen	  

específicamente	  dominios	  que	  han	  sido	  fusionados	  a	  las	  proteínas	  de	  interés.	  	  

Para	   nuestro	   análisis,	   generamos	   quimeras	   de	   las	   proteínas	   CD4	   y	   CD3ε	   que	  

contienen	  los	  dominios	  intracelulares	  de	  éstas,	  el	  dominio	  extracelular	  del	  CD2	  humano	  y	  1	  

ó	   3	   copias	   de	   la	   proteína	   chaperona	   FKBP	   modificada	   (F36V)	   y	   utilizamos	   como	  

dimerizador	  a	   la	  molécula	  AP20187	  (molécula	  derivada	  del	  dimerizador	  orginal	  AP1510).	  

Las	  quimeras	  se	  generaron	  clonando	  el	  dominio	  extracelular	  del	  CD2	  humano,	  los	  dominios	  

intracelulares	   de	   CD4	   y	   CD3ε	   y	   los	   dominios	   de	   FKBP	   en	   el	   plásmido	   pSK(ampr)	   y	  

posteriormente	   insertando	  estas	   construcciones	  en	  el	  plásmido	  de	  expresión	  para	  células	  

eucariontes	   pBJ5(neor).	   Se	   generaron	   líneas	   estables	   en	   la	   línea	   derivada	   de	   timocitos	  

murinos,	   BW5147	   (ATCC:	   CRL-‐1588);	   para	   las	   quimeras	   CD4FK*3,	   ÉpsilónFK*1	   y	  

ÉpsilonFK*3;	   que	   posteriormente	   fueron	   clonadas	   para	   elegir	   líneas	   con	   alta	   expresión	  

(Figura	  17).	  	  

	   Como	  se	  mencionó	  anteriormente,	  una	  de	  las	  vías	  de	  señalización	  más	  relevantes	  en	  

la	  diferenciación	  de	  los	  timocitos	  a	  células	  naïve	  es	  la	  vía	  de	  las	  MAP	  cinasas,	  entre	  ellas,	  la	  

cinasa	  Erk1/2	  (revisado	  en	  (236)).	  Por	  lo	  que	  analizamos	  la	  fosforilación	  de	  esta	  cinasa	  en	  

células	  estimuladas	  con	  el	  anticuerpo	  anti-‐CD2	  humano,	  PMA+Ionomicina	  o	  el	  dimerizador	  

AP20187	   tanto	   por	   citometría	   de	   flujo	   como	   por	   Western	   Blot	   utilizando	   la	   quimera	  

ÉpsilonFK*3.	  El	  entrecruzamiento	  extracelular	  de	  esta	  quimera	  	  por	  el	  anticuerpo	  anti-‐CD2	  



Fi
gu
ra
	  1
7
.	  E
xp
re
si
ón
	  d
e	  
la
s	  
q
u
im
er
as
	  e
n
	  la
	  lí
n
ea
	  B
W
5
1
4
7
,	  d
et
er
m
in
ad
a	  
po
r	  

un
a	  
tin
ci
ón
	  e
xt
ra
ce
lu
la
r	  
pa
ra
	  h
CD
2b
n+
St
re
pP
E.
	  E
n	  
ne
gr
o,
	  c
él
ul
as
	  s
in
	  te
ñi
r	  
y	  
en
	  

ve
rd
e,
	  cé
lu
la
s	  c
on
	  S
tr
ep
PE
.	  

B
W

51
47

 
B
W
εF

K
*1

 
B
W
εF

K
*3

 
B
W

C
D

4F
K
*3

 
B
W

C
on

tr
ol

 



fue	   capaz	   de	   inducir	   la	   fosforilación	   de	   Erk1/2	   en	   ensayos	   de	   citometría	   de	   flujo.	   Sin	  

embargo	   el	   entrecruzamiento	   intracelular	   con	   el	   dimerizador	   AP20187	   no	   fue	   capaz	   de	  

inducir	  la	  fosforilación	  de	  Erk1/2	  (Figura	  18).	  Para	  este	  ensayo,	  analizamos	  exclusivamente	  

la	  señal	  activada	  por	  esta	  quimera.	  

Otra	  aproximación	  para	  analizar	  la	  activación	  de	  Erk	  fue	  detectar	  la	  fosforilación	  de	  

esta	   cinasa	   en	   ensayos	   de	   Western	   blot	   utilizando	   anticuerpos	   que	   reconocen	   la	   forma	  

fosforilada	  de	  Erk1/2	  (p42/p44,	  Thr202/Tyr204)	  y	  posteriormente	  determinar	  la	  proteína	  

total,	   utilizando	   un	   anticuerpo	   contra	   la	   forma	   no	   fosforilada	   de	   esta	   cinasa.	   En	   estos	  

ensayos	  observamos	  ciertas	  diferencias	  respecto	  a	  los	  resultados	  obtenidos	  por	  citometría	  

de	  flujo.	  De	  manera	  similar	  a	  los	  experimentos	  de	  citometría	  de	  flujo,	  el	  entrecruzamiento	  

extracelular	  de	  las	  quimeras	  de	  CD3ε con	  el	  anticuerpo	  anti-‐hCD2	  aumentó	  la	  fosforilación	  

de	   Erk1/2.	   Sin	   embargo,	   en	   este	   caso	   el	   entrecruzamiento	   intracelular	   (AP20187)	   de	   las	  

quimera	   ÉpsilonFK*3	   también	   indujo	   la	   fosforilación	   de	   Erk1/2,	   mientras	   que	   no	   se	  

observó	  una	  fosforilación	  significativa	  de	  Erk1/2	  en	  la	  	  clona	  estable	  de	  ÉpsilónFK*1.	  Esto	  

podría	  deberse	  a	  que	  el	  entrecruzamiento	  del	  receptor	  quimérico	  en	  FK*3	  es	  mayor	  que	  en	  

FK*1,	   puesto	   que	   contienen	   3	   copias	   de	   FKBP12(F36V)	   respecto	   a	   una	   sola	   copia	   de	  

FKBP12	  (F36V),	  lo	  que	  puede	  significar	  oligomerización	  (ÉpsilonFK*3)	  versus	  dimerización	  

(ÉpsilonFK*3)	  (Figura	  19).	  	  

En	   el	   caso	   de	   la	   línea	   BwCD4FK*3	   la	   fosforilación	   basal	   de	   Erk1/2	   es	  mayor	   a	   la	  

observada	  en	  las	  líneas	  silvestre	  y	  las	  de	  Épsilon;	  y	  el	  entrecruzamiento	  tanto	  extracelular,	  

con	  el	  anticuerpo	  anti-‐hCD2	  o	  con	  el	  dimerizador	   (AP20187,	  1’)	   fue	  capaz	  de	   inducir	  una	  

débil	  fosforilación	  de	  Erk1/2.	  (Figura	  19).	  Estos	  resultados	  concuerdan	  con	  datos	  recientes	  

obtenidos	  en	  el	  laboratorio,	  que	  demuestran	  que	  la	  expresión	  de	  la	  quimera	  CD4-‐2FK*	  en	  la	  
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línea	  de	  timoma	  EL-‐4	  (que	  se	  encuentra	  en	  el	  estadio	  DN3)	  aumenta	  la	  fosforilación	  basal	  

de	  Erk1/2,	  y	  es	  además	  capaz	  de	  inducir	  la	  fosforilación	  de	  ERK1/2.	  De	  manera	  interesante,	  

la	   activación	   de	   la	   quimera	   Epsilon-‐3FK*	   en	   esta	   línea	   también	   fue	   capaz	   de	   inducir	   la	  

fosforilación	  de	  Zap70	  (V,	  Rayón.	  Tesis	  de	  maestría	  publicada,	  UNAM,	  2009).	  

Así	   mismo,	   decidimos	   analizar	   las	   señales	   inducidas	   al	   coexpresar	   y	   entrecruzar	  

tanto	   la	   quimera	   de	   ÉpsilonFK*3	   y	   CD4*3,	   sin	   embargo,	   no	   observamos	   un	   aumento	  

inducido	  por	  el	  entrecruzamiento	  extracelular	  o	   intracelular	  con	  respecto	  a	   las	  células	  no	  

estimuladas.	  

Otra	  manera	  de	  evaluar	  la	  consecuencia	  de	  la	  activación	  celular	  es	  analizar	  cambios	  

en	  el	  patrón	  de	  expresión	  de	  marcadores	  de	  diferenciación	  expresados	  en	  la	  superficie	  de	  

los	  timocitos.	  Por	  esta	  razón,	  decidimos	  analizar	  la	  expresión	  de	  marcadores	  de	  maduración	  

en	  el	  timo	  en	  las	  líneas	  que	  expresan	  la	  quimera	  de	  ÉpsilonFK*3.	  Concretamente	  se	  realizó	  

la	  tinción	  de	  las	  células	  con	  anticuerpos	  anti-‐CD25,	  CD44,	  CD4,	  CD8,	  CD3,	  TCRβ,	  CD5,	  CD69	  

y	   c-‐kit,	   antes	   y	   después	   de	   3	   días	   de	   cultivo	   en	   presencia	   del	   dimerizador,	   para	   ver	   su	  

transición	   desde	   estadios	   DN	   hasta	   SP.	   Como	   se	   observa	   en	   la	   Figura	   20,	   el	  

entrecruzamiento	   extracelular	   ó	   intracelular	   de	   la	   quimera	   ÉpsilonFK*3	   no	   fue	   capaz	   de	  

modificar	  significativamente	  los	  patrones	  de	  expresión	  de	  marcadores	  de	  diferenciación	  en	  

la	  maduración	  de	   la	   línea	  de	   timocitos	   inmaduros	  en	   la	  que	  está	  expresado	  (estadio	  DN1,	  

CD25negCD44pos)	   o	   los	  marcadores:	   TCRβneg,	   CD3neg,	   CD4neg,	   CD8neg,	   CD5neg	   y	   CD69neg;	   así	  

como	  no	  expresar	  el	  CD2	  humano	  (hCD2neg)	  (Figura	  20).	  

Debido	   a	  que	   la	   línea	   celular	  Bw5147	   se	   encuentra	   en	  un	   estadio	  DN1-‐DN2,	   y	  por	  

tanto	  un	  estado	  muy	  temprano	  de	  maduración,	  y	  la	  capacidad	  de	  señalización	  intracelular	  

varia	   a	   lo	   largo	   del	   proceso	   de	   diferenciación	   de	   los	   timocitos,	   decidimos	   investigar	   la	  
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PMA+Ionomicina 

CD2 
Anti-cabra 

AP20187 0.1µM 
AP20187 1µM 

Figura	   20.	   El	   entrecruzamiento	   de	   la	   quimera	   EpsilonFK*3	   no	   es	   suOiciente	   para	   inducir	   la
	  expresión	  de	  marcadores	  de	  activación.	  1x106	  células	  de	   las	   líneas	  Bw5147	  y	  BwEpsilonFK*3	  se
	   estimularon	   por	   18-‐20	   horas	   con	   medio	   RPMI	   +	   10%	   SFB,	   PMA/Ionomicina	   (10	   ng/ml	   y	   0.1	   µM
	  respectivamente),	   cabra	  anti-‐	   Ig	   ratón	  puriWicado	   (10	  µg/ml),	  anti-‐CD2	  puriWicado	   (5µg/ml)	  +	  cabra
	  anti-‐	  Ig	  ratón	  puriWicado	  (10	  µg/ml),	  AP20187	  (0.1	  µM)	  y	  AP20187	  (1	  µM).	  Se	  evaluó	  la	  expresión	  de
	   los	   siguientes	   marcadores:	   CD5,	   CD25,	   CD44,	   CD69,	   CD2h,	   CD3,	   CD4,	   CD8	   y	   TCRβ.	   Se	   muestra	   la
	  expresión	  basal	  de	  los	  marcadores	  al	  día	  0.	  
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capacidad	   de	   transducción	   de	   señales	   de	   nuestras	   quimeras	   en	   una	   línea	   celular	   de	  

timocitos	  que	  se	  encuentra	  en	  un	  estadio	  más	  avanzado,	  concretamente	  la	  línea	  EL-‐4	  (DN3)	  

y	   que	   por	   tanto	   expresa	   el	   pre-‐TCR	   en	   su	   superficie.	   Esta	   línea	   se	   transfectó	   con	   los	  

plásmidos	   de	   las	   quimeras	  EpsilonFK*1,	   EpsilonFK*3,	   CD4FK*2	   y	   CD4FK*3.	   Se	   añadieron	  

como	  controles	  células	  EL-‐4	  transfectadas	  con	  plásmido	  vacío	  y	  células	  transfectadas	  con	  el	  

plásmido	  para	   la	  quimera	  de	  ZetaFKBPx3	  (que	  contiene	   los	  dominios	  FKBP	  no	  mutados	  y	  

que	   es	   ligando	  para	   el	   dimerizador	  AP1510	   (228).	   En	   este	   caso,	   las	   células	   transfectadas	  

fueron	  teñidas	  de	  igual	  manera	  con	  el	  anticuerpo	  anti-‐hCD2	  (Figura	  21A).	  Posteriormente,	  

se	   enriquecieron	   las	   poblaciones	   de	   mayor	   expresión	   mediante	   una	   tinción	   anti-‐hCD2	   y	  

separación	  por	  citometría	  de	  flujo	  (Figura	  21B).	  

	   Con	  respecto	  a	   los	  ensayos	  de	  diferenciación	  mediante	   la	  expresión	  de	  marcadores	  

específicos,	   encontramos	   que	   esta	   línea	   celular	   expresa	   principalmente	   marcadores	   de	  

estadio	  DN1	  (CD25neg,	  CD44pos,	  CD4/CD8neg).	  Sin	  embargo,	  expresa	  también	  marcadores	  de	  

activación	  (CD5pos,	  CD69int)	  así	  como	  CD3	  y	  TCRβ.	  Lo	  que	  sugiere	  que	  podría	  ser	  una	  línea	  

en	  DN3	  (Figura	  22).	  

	   Adicionalmente,	  se	  estandarizaron	  las	  condiciones	  de	  estimulación	  para	  determinar	  

la	   actividad	   de	   las	   cinasas	   Erk1/2.	   Para	   establecer	   la	   concentración	   adecuada	   de	   PMA	   y	  

Ionomicina	  se	  realizaron	  pruebas	  de	  estimulación	  con	  diferentes	  concentraciones	  de	  PMA	  y	  

Ionomicina:	   10	   y	   25	   ng/ml	   y	   0.1,	   1	   y	   1.2	   μM,	   respectivamente.	   Además,	   se	   utilizó	  

Pervanadato	  100	  μM	  como	  control	  positivo	  de	  fosforilación	  y	  células	  no	  estimuladas	  como	  

control	   negativo.	   Los	   anticuerpos	   anti-‐hCD2bn	   y	   anti-‐mCD3bn	   se	   utilizaron	   a	   5	   μg/ml	   y	  

fueron	   incubados	   por	   15	   min	   a	   4°C	   y	   posteriormente	   entrecruzados	   con	   10	   μg/ml	   de	  

estreptavidina	  purificada	  por	  3	  min	  a	  37°C.	  El	  dimerizador	  AP20187	  se	  utilizó	  a	  1μM	  y	  se	  
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incubó	  5	  min	  a	  37°C.	  Las	  células	  se	  mantuvieron	  en	  medio	  RPMI	  +	  0.5%	  de	  SFB	  por	  18-‐20	  

horas	  y	  se	  estimularon	  5	  min	  a	  37°C	  para	  medio	  y	  PMA/Ionomicina;	  y	  15	  min	  a	  37°C	  para	  

Pervanadato.	  Posteriormente	  se	  hizo	  la	  tinción	  intracelular	  con	  anti-‐pErk	  +	  Goat	  anti-‐mouse	  

FITC	   y	   se	   analizaron	   en	   el	   FACsCalibur.	   Con	   estos	   ensayos	   se	   determinó	   que	   la	  

concentración	  ideal	  de	  PMA/Ionomicina	  es	  10	  ng/ml	  y	  0.1	  μM	  respectivamente.	  También	  se	  

observó	   que	   no	   hay	   actividad	   de	   Erk	   inducida	   por	   el	   anticuerpo	   anti-‐hCD2,	   ni	   por	   el	  

dimerizador	   AP20187.	   Sin	   embargo,	   la	   estimulación	   por	   el	   anticuerpo	   anti-‐CD3	   no	   fue	  

capaz	  de	  inducir	  la	  activación	  de	  Erk	  (Figura	  23).	  	  

	   Se	   analizó	   también	   la	   capacidad	   de	   estas	   células	   para	   inducir	   flujos	   de	   calcio	   en	  

respuesta	  a	  las	  diferentes	  condiciones	  de	  estimulación.	  Para	  ello,	  se	  tiñeron	  las	  células	  con	  

los	   colorantes	   Fluo-‐3	   y	   Fura-‐Red	   y	   posteriormente	   fueron	   estimuladas	   con	   las	  

concentraciones	   usadas	   para	   el	   ensayo	   de	   activación	   de	   Erk.	   Los	   flujos	   de	   calcio	   fueron	  

determinados	  por	  citometría	  de	  flujo.	  En	  estos	  ensayos	  se	  confirmó	  que	  la	  línea	  celular	  es	  

capaz	  de	  activar	  la	  liberación	  de	  calcio	  inducida	  por	  la	  estimulación	  de	  PMA/Ionomicina	  y	  

anti-‐CD3	  (10μg/ml).	  La	  estimulación	  por	  anti-‐CD2	  o	  el	  dimerizador	  no	  fue	  capaz	  de	  inducir	  

flujo	  de	  calcio	  (Figura	  24).	  Por	  lo	  tanto,	  esta	  línea	  podría	  ser	  utilizada,	  posteriormente,	  para	  

analizar	  el	  flujo	  de	  calcio	  en	  las	  líneas	  que	  expresen	  nuestras	  quimeras.	  

Estas	  líneas	  EL-‐4	  estables	  fueron	  clonadas	  y	  han	  sido	  utilizadas	  posteriormente	  en	  el	  

laboratorio	  	  para	  el	  análisis	  de	  la	  activación	  condicional	  de	  CD4	  y	  CD3	  Épsilon,	  mediante	  el	  

entrecruzamiento	   con	   el	   dimerizador	   AP2018,	   demostrando	   su	   capacidad	   de	   inducir	   la	  

fosforilacion	  de	  Zap70	  y	  Erk1/2	  (Tesis	  de	  maestría	  de	  Violeta	  Rayón,	  UNAM,	  2009).	  
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c.	  Análisis	  de	  la	  señalización	  in	  vivo:	  Modelo	  de	  infección	  retroviral	  	  

Adicionalmente	  al	  análisis	  en	  líneas	  celulares,	  decidimos	  estandarizar	  un	  modelos	  de	  

expresión	  de	  nuestras	  quimeras	  que	  nos	  permitiera	  evaluar	  el	  efecto	  de	  la	  señalización	  en	  el	  

desarrollo	   de	   los	   timocitos	   in	   vivo.	   Para	   ello,	   utilizamos	   un	   sistema	   retroviral	   que	   nos	  

permite	   seguir	   las	   células	   que	   expresan	   nuestras	   proteínas	   quiméricas	   mediante	   la	  

utilización	  de	   la	   proteína	   verde	   fluorescente	   (GFP)	   como	   gen	   reportero	   y	   cuya	   expresión	  

correlaciona	   con	   la	   expresión	   de	   la	   proteína	   de	   interés	   ((237)	   y	   revisado	   en	   (238)).	   Los	  

plásmidos	  virales	  (MIG),	  que	  contienen	  las	  quimeras	  de	  CD4FK*2,	  CD4FK*3,	  ÉpsilónFK*1	  y	  

ÉpsilonFK*3,	   fueron	   transfectados	   en	   fibroblastos	   humanos	   de	   la	   línea	   HEK293	   (riñón	  

embrionario	  humano)	  para	  obtener	  las	  partículas	  virales	  de	  los	  sobrenadantes	  del	  cultivo.	  

El	  título	  de	  los	  sobrenadantes	  es	  verificado	  infectando	  fibroblastos	  murinos	  de	  la	  línea	  3T3	  

y	   posteriormente	   se	   utilizaron	   para	   infectar	   ya	   sea,	   timocitos	   DN	   extraídos	   de	   fetos	   de	  

ratones	  silvestres	  de	  día	  14	  de	  gestación	  (d14)	  ó	  células	  progenitoras	  extraídas	  de	  médula	  

ósea	  de	  ratones	  de	  6-‐8	  semanas.	  Con	  respecto	  a	  la	  infección	  de	  timocitos	  DN,	  se	  obtuvieron	  

porcentajes	   de	   transfección	   de	   hasta	   25%	   de	   células	   GFP+	   (Figura	   25)	   y	   de	   infección	   en	  

células	  3T3	  de	  entre	  5	  y	  16%	  (Figura	  26).	  	  

Con	  respecto	  al	  análisis	  en	  las	  células	  de	  médula	  ósea,	   las	  células	  fueron	  infectadas	  

con	  el	  plásmido	  vacío	  (con	  porcentajes	  de	  infección	  del	  20-‐30%)	  (Figura	  27)	  y	  transferidas	  

a	   ratones	   MHC	   KO	   irradiados	   (1-‐2x106	   células	   por	   ratón).	   Después	   de	   6-‐8	   semanas	   se	  

extrajeron	   el	   timo,	   los	   ganglios,	  mesentéricos	   y	   periféricos,	   el	   bazo	   y	   la	  médula	   ósea	   del	  

fémur	  y	  ser	  analizó	  la	  expresión	  de	  GFP+	  en	  cada	  uno	  de	  los	  órganos.	  Nuestros	  resultados	  

muestran	  un	  10%	  de	  células	  GFP+	  en	  los	  diferentes	  órganos	  de	   los	  ratones	  analizados,	  así	  

como	  un	  desarrollo	  normal	  de	  las	  células	  transferidas	  a	  ratones	  C57/BL6	  (Figura	  28)	  con	  lo	  



que	   este	   modelo	   puede	   ser	   utilizado	   para	   un	   posterior	   análisis	   con	   las	   quimeras	   y	   el	  

dimerizador.
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XI.	  Discusión	  

Los	   mecanismos	   moleculares	   involucrados	   en	   la	   maduración	   de	   los	   timocitos	   y	   la	  

generación	   de	   células	   T	   reguladoras	   en	   el	   timo	   están	   aún	   en	   discusión.	   En	   este	   trabajo	  

analizamos	   las	   vías	   de	   señalización	   involucradas	   en	   la	   diferenciación	   de	   las	   células	   T	  

reguladoras	  en	  modelos	  in	  vivo.	  

Con	  respecto	  a	  la	  generación	  de	  células	  T	  reguladoras,	  analizamos	  algunas	  moléculas	  en	  

la	  vía	  de	  señalización	  del	  TCR,	  así	  como	  de	  CD28,	  con	  el	  fin	  de	  determinar	  vías	  particulares	  

relacionadas	  con	  la	  diferenciación	  de	  estas	  células.	  Para	  ello	  utilizamos	  tanto	  un	  modelo	  de	  

ratones	   transgénicos	   en	   el	   que	   se	   expresan	   al	  mismo	   tiempo	   un	   TCR	   específico	   como	   su	  

péptido	  (HA),	  y	  en	  el	  cual	  se	  ha	  descrito	   la	  generación	  de	  células	  T	  reguladoras	  antígeno-‐

específicas	  (199,	  227),	  así	  como	  ratones	  silvestres,	  con	  el	  fin	  de	  comparar	  la	  selección	  de	  las	  

células	  reguladoras	  “naturales”	  con	  las	  que	  expresan	  un	  receptor	  de	  alta	  afinidad.	  Debido	  a	  

que	  la	  generación	  de	  células	  reguladoras	  a	  nivel	  de	  timo	  no	  se	  había	  descrito	  en	  los	  ratones	  

TCRHA	   x	   IgHA,	   realizamos	   un	   análisis	   de	   la	   expresión	   de	   Foxp3	   en	   las	   poblaciones	  DP	   y	  

CD4SP	   de	   estos	   ratones	   y	   su	   contraparte	   TCRHA	   (donde	   los	   timocitos	   trangénicos	   se	  

desarrollan	   en	   ausencia	   del	   péptido	   agonista	   HA).	   En	   estos	   ensayos	   encontramos	   un	  

incremento	   significativo	   en	   el	   porcentaje	   de	   células	   Foxp3+	   dentro	   de	   la	   población	   TCR-‐

específica	  (6.5+)	  tanto	  en	  el	  estadio	  DP	  como	  CD4SP	  en	  los	  ratones	  que	  expresan	  el	  péptido	  

específico	  (TCRHA	  x	   IgHA)	  en	  comparación	  con	   los	  ratones	  que	  no	   lo	  expresan	  (TCRHA	  x	  

Balb-‐c).	   Este	   incremento	   se	  ha	  observado	   también	  en	  otro	  modelo,	   en	   el	   que	   se	  utiliza	   el	  

mismo	  receptor,	  pero	  en	  el	  que	  el	  péptido	  HA	  es	  expresado	  bajo	  el	  promotor	  de	  GFAP.	  En	  

este	  modelo	  observan	  que	  la	  expresión	  de	  Foxp3	  se	  induce	  en	  las	  células	  6.5+	  sólo	  cuando	  el	  

antígeno	   se	   encuentra	   expresado	   en	   células	   del	   estroma	   tímico	   (239).	   Con	   respecto	   al	  



número	  total	  de	  células,	  observamos	  también	  un	  incremento,	  pero	  en	  este	  caso,	  los	  datos	  no	  

alcanzaron	  significancia.	  Esto	  se	  podría	  explicar	  por	   la	  alta	  mortalidad	  de	   las	  células	  TCR-‐

específicas	  al	  encontrar	  su	  antígeno	  y	  la	  alta	  afinidad	  de	  la	  interacción.	  	  	  

Estos	  datos	  por	  un	   lado	  apoyan	   la	   teoría	  de	  que	   las	   señales	  del	  TCR	   “instruyen”	  a	   los	  

timocitos	  a	  diferenciarse	  al	  fenotipo	  regulador.	  Sin	  embargo,	  como	  también	  se	  ha	  propuesto	  

anteriormente,	   el	   incremento	   relativo	   de	   esta	   población	   puede	   deberse	   a	   una	   mayor	  

resistencia	  de	  las	  células	  reguladoras	  a	  ser	  seleccionadas	  negativamente	  (240).	  

Cuando	  analizamos	  la	  expresión	  de	  CD25	  en	  los	  timocitos	  de	  los	  ratones	  TCRHA	  x	  IgHA	  

encontramos	   que	   la	   expresión	   de	   Foxp3	   no	   se	   encuentra	   restringida	   a	   la	   población	  

CD25+/alto,	  como	  se	  observa	  en	   los	  ratones	  silvestres,	  sino	  también	  en	  células	  6.5+CD25-‐,	  y	  

que	  ésta	  aumenta	  durante	   la	  diferenciación	  del	  estadio	  DP	  al	  CD4SP.	  Este	  dato	  concuerda	  

con	  la	  generación	  de	  una	  población	  CD25-‐	  con	  fenotipo	  regulador	  observado	  en	  la	  periferia	  

de	   estos	   ratones	   (199).	   En	   este	   trabajo,	   los	   autores	   proponen	   que	   no	   es	   necesaria	   la	  

expresión	   de	   antígenos	   en	   el	   epitelio	   tímico,	   ya	   que	   las	   células	   (CD25-‐	   con	   fenotipo	  

regulador)	   se	   pueden	   diferenciar	   al	   fenotipo	   regulador	   en	   presencia	   de	   células	  

hematopoyéticas	  de	  médula	  ósea	  como	  células	  presentadoras.	  Por	  otro	   lado,	  otros	  grupos	  

que	   han	   encontrado	   estas	   células	   CD25-‐,	   proponen	   que	   podrían	   ser	   seleccionadas	   por	   la	  

interacción	  con	  otros	  tipos	  celulares	  células	  dendríticas	  tímicas	  o	  macrófagos,	  dato	  que	  ha	  

sido	   confirmado	   por	   el	   grupo	   de	   Liblau	   y	   colaboradores,	   utilizando	   un	   modelo	   similar	  

(239).	  

Aún	  falta	  por	  definir	  si	  esta	  población	  de	  células	  Foxp3+CD25-‐	  son	  un	  subtipo	  diferente	  

de	   células	   reguladoras	   “instruidas	  o	  pre-‐programadas”	   antes	  de	   llegar	  al	   timo	  y	  pudieran	  

ser	  los	  progenitores	  de	  las	  células	  reguladoras	  generadas	  en	  periferia	  (iTregs)	  o	  son	  células	  



seleccionadas	   por	   otro	   tipo	   de	   presentadoras	   que	   en	   modelos	   transgénicos,	   expresan	  

antígenos	  con	  una	  mayor	  densidad.	  

Con	   respecto	   a	   las	   vías	   de	   señalización	   involucradas	   en	   la	   generación	   de	   células	  

reguladoras,	  analizamos	  inicialmente	  la	  fosforilación	  de	  Erk1/2	  y	  P38	  como	  moléculas	  que	  

se	  han	  asociado	  a	   los	  eventos	  de	  selección	  positiva	  y	  negativa.	  En	  condiciones	  basales,	  no	  

encontramos	   diferencias	   significativas	   en	   la	   fosforilación	   de	   Erk1/2	   y	   P38	   en	   las	   células	  

reguladoras	   (CD25+/alto)	   con	   respecto	   a	   las	   naïve	   (CD25-‐)	   en	   los	   ratones	   transgénicos	  

(TCRHA	  x	  IgHA).	  Sin	  embargo,	  se	  encontraron	  diferencias	  con	  respecto	  a	  ambas	  moléculas	  

en	   los	   ratones	   silvestres:	   las	   células	   reguladoras	   muestran	   una	   mayor	   fosforilación	   de	  

Erk1/2	   y	   P38	   en	   la	   subpoblación	   de	   timocitos	   DP,	  mientras	   que	   en	   los	   timocitos	   CD4SP	  

estás	   diferencias	   no	   son	   tan	   marcadas.	   El	   incremento	   en	   la	   fosforilación	   basal	   de	   estas	  

moléculas	   concuerda	   con	   una	  mayor	   fosforilación	   de	   la	   cadena	  TCRζ	   observada	   tanto	   en	  

timocitos	  como	  en	  células	  periféricas	  CD25+/alto	  (203)	  y	  apoyan	  la	  teoría	  de	  que	  señales	  de	  

alta	  avidez/intensidad	  promueven	  la	  diferenciación	  al	  fenotipo	  regulador.	  

En	  condiciones	  de	  estimulación,	   los	   timocitos	  CD4SP	  6.5+CD25+/alto	  del	  ratón	  TCRHA	  x	  

IgHA	   responden	   de	  manera	   deficiente	   al	   entrecruzamiento	   por	   anti-‐CD3	   en	   comparación	  

con	  las	  células	  que	  no	  han	  visto	  su	  antígeno	  (TCRHA	  x	  Balb-‐c).	  Este	  fenómeno	  se	  observa	  de	  

la	   misma	   manera	   en	   las	   células	   T	   reguladoras	   de	   los	   ratones	   silvestres,	   en	   los	   que	   la	  

deficiencia	   se	   observa	   también	   en	   respuesta	   a	   anti-‐CD3	   +	   anti-‐CD28,	   mientras	   que	   la	  

respuesta	   a	   PMA+Ionomicina	   es	   similar	   en	   ambos	   ratones.	   Este	   resultado	   sugiere	   una	  

deficiencia	  en	  la	  señalización	  de	  las	  células	  T	  reguladoras	  a	  nivel	  del	  complejo	  TCR/CD3	  y	  la	  

señalización	   inicial	   en	   esta	   vía.	   Esta	   falta	   de	   respuesta	   de	   Erk	   contradice	   resultados	  

obtenidos	  por	  otro	   grupo,	   en	   el	   que	  describen	  una	   fosforilación	   aumentada	  de	  Erk	   y	  una	  



disminución	   de	   la	   fosforilación	   Akt	   en	   células	   T	   reguladoras	   periféricas	   humanas	   (231).	  

Estas	  diferencias	  podrían	  deberse	  a	   las	   condiciones	   celulares	  dependiendo	  del	   estadio	  de	  

maduración	  (timocitos	  versus	  células	  periféricas),	  el	  origen	  celular	  (ratón	  versus	  humano);	  

o	  por	  las	  diferencias	  en	  las	  condiciones	  experimentales,	  entre	  las	  que	  están	  los	  tiempos	  de	  

estimulación	  utilizados.	  Con	  respecto	  a	  esto,	  se	  ha	  descrito	  que	  es	  importante	  la	  localización	  

y	  la	  activación	  temporal	  de	  estas	  proteínas	  durante	  la	  selección	  positiva	  y	  negativa;	  ya	  que	  

péptidos	  que	  inducen	  selección	  positiva,	  inducen	  un	  flujo	  de	  calcio	  lento,	  un	  reclutamiento	  

deficiente	  de	  TCRz	  y	  ZAP-‐70,	  una	  fosforilación	  parcial	  de	  LAT	  y	  una	  activación	  retardada	  de	  

Erk,	   después	   de	   5-‐10	   min	   de	   estimulación.	   De	   manera	   contraria,	   péptidos	   que	   inducen	  

selección	   negativa,	   muestran	   un	   flujo	   de	   calcio	   más	   rápido,	   una	   mayor	   fosforilación	   de	  

TCRζ,	  ZAP-‐70	  y	  LAT	  y	  una	  activación	  fuerte	  y	  transitoria	  de	  Erk	  durante	  los	  primeros	  1-‐2	  

min	  de	  estimulación.	  Por	  su	  parte,	  P38	  fosforilada	  está	  aumentada	  en	  esta	  subpoblación	  en	  

los	   ratones	   TCRHA	   x	   IgHA	   en	   comparación	   con	   los	   TCRHA	   x	   Balb-‐c.	   Sin	   embargo,	   este	  

aumento	   no	   se	   observó	   en	   los	   ratones	   silvestres,	   por	   lo	   que	   será	   necesario	   utilizar	   otras	  

metodologías	  para	  definir	  el	  papel	  de	  P38	  en	  este	  proceso.	  

Nuestros	   datos	   con	   respecto	   a	   esta	   vía,	   en	   la	   que	   observamos	   una	   deficiencia	   en	   la	  

fosforilación	   de	   Erk	   pero	   un	   aumento	   en	   la	   de	   P38,	   concuerdan	   con	   datos	   publicados	  

anteriormente	  en	  los	  que	  células	  T	  reguladoras	  “inducidas”	  (iTregs),	  con	  fenotipo	  anérgico,	  

muestran	   deficiencias	   en	   la	   activación	   de	   Erk	   y	   JNK,	   pero	   una	   mayor	   activación	   de	   P38	  

((241)	  y	  revisado	  en	  (242)).	  	  

Puesto	  que	  el	  TCR	  que	  expresan	  nuestros	  ratones	  transgénicos	  son	  receptores	  con	  alta	  

afinidad	   por	   su	   ligando,	   nuestra	   hipótesis	   planteaba	   la	   posibilidad	   de	   una	   mayor	  

fosforilación	   de	   los	   reguladores	   negativos	   de	   la	   señal	   del	   TCR.	   Uno	   de	   estos	   reguladores	  



negativos	  descritos	  de	  la	  señalización	  del	  TCR	  es	  la	  ligasa	  de	  ubiquitinas,	  c-‐Cbl	  (232,	  233)	  y	  

la	  cual	  se	  ha	  descrito	  como	  una	  molécula	  importante	  para	  mantener	  el	  fenotipo	  anérgico	  de	  

las	   células	   T	   reguladoras	   (revisado	   en	   (234)).	   De	   forma	   inesperada,	   encontramos	   que	   la	  

fosforilación	   de	   c-‐Cbl,	   tanto	   basal	   como	   en	   respuesta	   a	   anti-‐CD3,	   está	   disminuida	   en	   las	  

células	   6.5+CD25+/alto	   del	   ratón	   TCRHA	   x	   IgHA	   en	   comparación	   con	   las	   células	   del	   ratón	  

TCRHA	  x	  Balb-‐c.	  	  

Por	   su	   parte,	   las	   células	   CD25+/alto	   de	   los	   ratones	   silvestres	   muestran,	   como	  

esperábamos,	  una	  mayor	   fosforilación	  basal	  de	  c-‐Cbl	   tanto	  en	  el	   estadio	  DP	  como	  CD4SP.	  

Sin	  embargo,	  en	  respuesta	  a	  estimulación,	  se	  mantiene	  la	  deficiencia	  en	  la	  fosforilación	  de	  

esta	   ligasa	   de	   ubiquitina,	   tal	   cual	   se	   había	   observado	   en	   los	   ratones	   transgénicos.	   Esta	  

diferencia	   en	   la	   fosforilación	   de	   c-‐Cbl	   en	   los	   ratones	   transgénicos	   y	   silvestres	   puede	   ser	  

explicada	   por	   la	   diferencia	   en	   los	   niveles	   de	   expresión	   del	   TCR,	   ya	   que	   este	   receptor	   se	  

expresa	  desde	  el	  estadio	  DN	  y	  no	  posee	  mecanismos	  de	  regulación	  endógenos.	  

Finalmente,	  analizamos	  la	  fosforilación	  de	  las	  cinasas	  PI3K	  y	  AKT	  como	  marcadores	  de	  

la	  señalización	  inducida	  a	  través	  de	  CD28	  	  y	  que	  se	  han	  relacionado	  con	  la	  maduración	  de	  

las	  células	  T	  reguladoras	  “naturales”	  (revisado	  en	  (63)).	  PI3K	  se	  encontró	  aumentada	  en	  los	  

timocitos	  CD25+/alto	  de	   las	   subpoblaciones	  DP	  y	  CD4SP	  de	   los	   ratones	  silvestres,	  mientras	  

que	   en	   respuesta	   a	   estimulación,	   encontramos	   una	   disminución	   no	   significativa	   en	   la	  

fosforilación	  de	  ésta	  en	  ambos	  estadios.	  

En	  el	  caso	  de	  AKT,	  tanto	  en	  el	  modelo	  de	  los	  ratones	  transgénicos	  como	  en	  los	  ratones	  

silvestres	   encontramos	   una	   fosforilación	   basal	   aumentada	   en	   las	   células	   T	   reguladoras	  

(CD25+/alto)	  en	  estadio	  DP	  que	  en	  su	  contraparte	  CD25+/alto	  de	  los	  ratones	  TCRHA	  x	  Balb-‐c	  y	  

CD25-‐	  en	  los	  silvestres.	  Cabe	  mencionar	  que	  esta	  diferencia	  no	  se	  observó	  en	  timocitos	  en	  



estadio	   CD4SP.	   De	   manera	   interesante,	   los	   timocitos	   DP	   inducen	   una	   fosforilación	  

aumentada	   de	   esta	   cinasa	   en	   respuesta	   al	   entrecruzamiento	   con	   anti-‐CD3	   +	   anti-‐CD28,	  

mientras	  que	  los	  timocitos	  CD4SP	  muestran	  una	  clara	  deficiencia	  en	  la	  fosforilación	  de	  esta	  

proteína.	  Estas	  diferencias	  en	  el	  comportamiento	  de	  PI3K	  y	  AKT	  en	  los	  diferentes	  estadios	  

podría	  sugerir	  que	  durante	  el	  estadio	  DP,	  las	  células	  “potencialmente”	  reguladoras,	  inducen	  

señales	  de	  mayor	  intensidad;	  sin	  embargo,	  una	  vez	  seleccionadas,	  deben	  tener	  mecanismos	  

de	  modulación	  que	  concuerden	  con	  su	  posterior	  fenotipo	  anérgico.	  

En	  conclusión,	  nuestros	  datos	  con	  respecto	  a	  la	  generación	  de	  las	  células	  T	  reguladoras	  

“naturales”	   sugieren	   que	   los	   timocitos	   que	   se	   seleccionan	   en	   presencia	   de	   un	   antígeno	  

específico,	  muestran	  una	   señalización	  particular	   caracterizada	  por	  una	   falta	  de	  activación	  

de	  Erk,	  c-‐Cbl	  y	  AKT	  pero	  una	  mayor	  activación	  de	  P38	  en	  respuesta	  a	  la	  estimulación	  por	  el	  

TCR.	  Mientras	  que	  en	  condiciones	  basales,	  se	  observó	  una	  mayor	  activación	  de	  Erk,	  c-‐Cbl	  y	  

PI3K.	  

	   Finalmente,	   generamos	   un	   modelo	   de	   activación	   condicional	   de	   receptores	  

quiméricos	   que	   podrá	   ser	   utilizado	   como	   base	   para	   analizar	   la	   participación	   de	  

moléculas	  en	  particular	  en	  la	  diferenciación	  de	  los	  timocitos	  a	  los	  linajes	  CD4SP,	  CD8SP	  y	  

su	  diferenciación	  a	  células	  T	  reguladoras.	  Con	  respecto	  a	  esta	  parte,	  el	  modelo	  in	  vitro	  es	  

capaz	  de	  determinar	   la	  activación	  de	  moléculas	   importantes	  en	   la	  señalización	  del	  pre-‐

TCR	  y	  el	  TCR,	  como	  por	  ejemplo	  la	  vía	  de	  las	  MAPK,	  la	  vía	  de	  calcio,	  así	  como	  analizar	  el	  

efecto	   sobre	   la	   expresión	   de	  marcadores	   de	   diferenciación;	  mientras	   que	   el	   análisis	   in	  

vivo	  nos	  permitirá	  reproducir	  el	  proceso	  de	  maduración	  natural	  de	  las	  células	  en	  el	  timo.	  

 



XII.	  Conclusiones	  particulares	  

1. La	  expresión	  de	  Foxp3	  se	  observa	  desde	  el	  estadio	  de	  DP	  tanto	  en	  el	  ratón	  

TCRHA	  como	  el	  ratón	  TCRHAxIgHA.	  

2. La	   presencia	   del	   péptido	   HA	   en	   el	   estroma	   tímico	   de	   los	   ratones	  

TCRHAxIgHA	   incrementa	   el	   porcentaje	   de	   las	   células	   Foxp3+	   con	   respecto	   a	   las	  

células	  del	  ratón	  TCRHA.	  

3. No	   observamos	   diferencias	   significativas	   en	   los	   niveles	   de	   fosforilación	  

basal	   de	   las	   células	   del	   ratón	   TCRHA	   con	   respecto	   a	   las	   células	   del	   ratón	  

TCRHAxIgHA.	  

4. Los	   timocitos	   6.5+	   del	   ratón	   TCRHAxIgHA	   presentan	   una	   menor	  

fosforilación	  de	  Erk	  en	  respuesta	  a	   la	  estimulación	  con	  anti-‐CD3	  con	  respecto	  a	   los	  

timocitos	   6.5+	   del	   ratón	   TCRHA.	   Sin	   embargo,	   en	   respuesta	   a	   PMA+Ionomicina	   es	  

similar	   en	   ambos	   ratones,	   lo	   que	   sugiere	   un	  defecto	   en	   la	   señalización	  proximal	   al	  

TCR.	  

5. De	  manera	  similar,	   la	   fosforilación	   la	  c-‐Cbl	  en	  respuesta	  a	   la	  estimulación	  

con	  CD3	  parece	  ser	  menor	  en	  el	  ratón	  TCRHAxIgHA	  con	  respecto	  a	  los	  timocitos	  6.5+	  

del	  ratón	  TCRHA.	  

6. De	   manera	   contraria,	   la	   fosforilación	   de	   P38	   parece	   aumentada	   en	   los	  

ratones	  TCRHAxIgHA	  en	  respuesta	  al	  entrecruzamiento	  de	  CD3.	  	  	  

7. Las	   nTregs	   presentan	   niveles	   basales	   incrementados	   de	   pERK,	   pPI3K,	   y	  

pCCBL,	   y	   al	   igual	   que	   las	   Treg	   antigeno-‐especificas	   muestran	   una	   deficiente	  

fosforilación	  de	  pErk,	  c-‐CBL,	  PI3K	  y	  pAkt	  en	  respuesta	  al	  entrecruzamiento	  de	  CD3.	  

	  



XIII. Conclusión	  general	  

	   Los	  datos	  obtenidos	  en	  esta	  tesis,	  demuestran	  que	  existe	  una	  “patrón	  de	  señalización	  

característico”	   que	   comparten	   las	   células	   T	   reguladoras	   generadas	   en	   el	   timo	   (nTregs	   y	  

antígeno-‐específicas),	   y	   que	   indica	   el	   requerimiento	   de	   señales	   de	   alta	   avidez	   para	  

promover	  su	  selección,	  y	  adquisición	  de	  un	  fenotipo	  regulador	  con	  características	  típicas	  de	  

células	  “anérgicas”.	  
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The molecular signals involved in the generation of thymic regulatory T cells (Treg)
still remain controversial. It has been proposed that high avidity interactions are
required for Treg selection. Here, we used double transgenic mice (TCR-HA × IgHA)
and followed the kinetics and phosphorylation status of HA-specific Tregs that develop
in the absence or presence of their agonist ligand expressed in the thymus, as well as of
polyclonal “naturally ocurring” Tregs (nTregs). We found that, in basal conditions,
nTregs showed enhanced basal phosphorylation of c-Cbl, Erk and PI3K, indicating
their selection by high avidity ligands. However, in response to TCR cross-linking, both
nTregs from Balb/c mice and HA-specific Tregs showed reduced levels of phosphory-
lated Erk1/2, c-Cbl and Akt. We conclude that thymus-derived Tregs display a charac-
teristic “signalling signature” that suggests qualitative differences in TCR-mediated
signalling that may not be explained merely by a higher TCR avidity.

Keywords Regulatory T cell, Signaling, Development, TCR transgenic, FoxP3.

INTRODUCTION

Naturally occurring Tregs (nTregs) constitute about 5–10% of CD4+ T cells and
are characterized by high expression of CD25 (IL-2Ra), but more specifically by

Address correspondence to Gloria Soldevila, Departamento de Inmunología, Instituto
de Investigaciones Biomédicas, Apartado Postal 70228, Circuito Escolar s/n Mexico
City, Distrito Federal CP-04510, Mexico; E-mail: soldevi@servidor.unam.mx
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the expression of the transcription factor FoxP3, a key regulator of nTreg
development and function (Fontenot et al., 2003). In addition, nTregs also
express other markers including CD5, CD45RBlo, CTLA-4, PD-1, LAG-3 and
GITR, reviewed in (Shevach et al., 2006).

The molecular mechanisms involved in the selection of regulatory T cells
in the thymus are still under discussion. TCR transgenic models in which
antigen-specific Tregs develop in the presence of thymic expression of agonist
peptide, suggested that they may require high affinity/avidity signals to
develop (Apostolou et al., 2002; Larkin et al., 2008) but not too high to induce
negative selection of these clones (Shevach, 2001). Several observations
support the theory of enhanced but modulated signalling: (1) Expression of
transgenic receptors specific for ligands expressed by thymic stromal cells
during T cell maturation, show an increase in the number (Hori et al., 2002) or
proportion (van Santen et al., 2004) of Tregs; (2) Mice with reduced signaling
through LAT/PLC-g1 or abrogation of the Raf/Mek/Erk signaling pathway
results in absence (Koonpaew et al., 2006) or reduction (Willoughby et al.,
2007) of nTregs, respectively; (3) Mice deficient for SHP-1, a negative regula-
tor of TCR mediated signaling, show an increase in the percentage of
CD4+CD25+ Treg cells (Carter et al., 2005).

Finally, other signals involved in the generation and/or maintenance of
nTreg development include costimulatory molecules such as CD28 and B7
(Salomon and Bluestone, 2001) and cytokines such as IL-2, IL-7, IL-15 and
TSLP, reviewed in (Wan and Flavell, 2006).

Based on this evidence, we analyzed the phosphorylation state of different
molecules related to TCR and CD28 signalling pathways during the develop-
ment of Tregs in the thymus. We hypothesized that basal phosphorylation
would be enhanced in regulatory T cells that have contacted high-avidity
ligands when compared to naïve T cells, indicating a “more activated” state.
Nevertheless, since Tregs must modulate their signals after TCR-MHC pep-
tide ligation to escape negative selection, we expected that Treg would
respond inefficiently to CD3 mediated signals.

MATERIALS AND METHODS

Mice. Transgenic mice expressing a TCRab specific for peptide 111–119
from Influenza virus HA, presented by I-Ed have been previously described
(Kirberg et al., 1994; Lanoue al., 1997). IG-HA mice, expressing the HA (Lanoue
et al., 1997), were crossed with mice to generate TCRHAxIgHA double-trans-
genic mice (Buer et al., 1998). Balb/c wild-type (wt) mice and transgenic mice
were bred in our animal facility in accordance to institutional guidelines.

Antibodies. The following antibodies were used: 6.5-PE clonotypic antibody
(Lanoue et al. 1997); anti-mouse CD4-biotin (L3T4), anti-mouse CD4-FITC
(L3T4), anti-mouse CD4-APC (RM4-5), anti-mouse CD8-PE-Cy5 (Ly-2),
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anti-mouse CD25-FITC (7D4), anti-mouse CD25-PE (3C7) and anti-mouse CD25-
biotin (7D4). Alexa647-coupled pErk (T202/Y204), pP38 (T180/Y182) and pc-Cbl
(pY700), were purchased from BD Biosciences. Anti-FoxP3-APC (FJK-16s,
eBioscience Inc, San Diego, CA). Anti-pPI3K (Tyr508) (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) and-p-Akt (Ser 473) (Cell Signaling Technology Inc., Beverly,
MA). APC-Cy7 conjugated streptavidin (BD Biosciences), FITC-coupled Goat
Anti-Rabbit IgG (Zymed Laboratories Inc, Invitrogen, Carlsbad, CA) were used as
secondary antibodies. For stimulation assays: hamster anti-mouse CD3e-biotin
(145-2C11) and hamster anti-mouse CD28-biotin (37.51) (BD Biosciences). Immu-
noPure® streptavidin (Pierce) was used for biotinylated antibody cross-linking.

FoxP3 Expression. Thymocytes and peripheral lymphocytes from Balb/c,
TCR-HA or TCR-HA/IgHA mice were stained with Treg Staining Kit (eBioscience).
Briefly, cells were stained with anti-CD4, CD8, TCR-HA (6.5) and CD25 and
incubated with Fixation/Permeabilization Solution. Cells were incubated with
Permeabilization Buffer, washed twice and stained with anti-FoxP3 (FJK-16s).

Phosphorylation Assays. Thymocytes from Balb/c, TCRHA or
TCRHAxIgHA mice were purified and stained according to Phosphoflow proto-
cols (BD Biosciences). Briefly, cells were stained with anti-CD4, anti-CD8 and
TCR-HA (6.5) for transgenic mice or CD25 for Balb/c mice. Cells were stimu-
lated with sodium pervanadate (100 nM), PMA plus ionomycin (20ng/ml and
200ng/ml, respectively), anti-CD3 (10µg/ml) and anti-CD28 (10µg/ml). All stim-
ulations were carried at 37°C. Time course experiments were performed to set
up the optimal conditions for stimulation; 5 minutes for Erk, P38 and c-Cbl
detection and 3 minutes for PI3K and Akt detection were chosen. After stimula-
tion, cells were fixed with 300µL of Buffer and incubated with 200 µl of Perm
Buffer II. Cells were washed and incubated with Alexa 647 coupled pErk, P38,
c-Cbl or purified pPI3K Lyse/Fix 1x and pAkt. For purified antibodies, cells
were incubated with anti-mouse FITC-coupled and anti-rabbit-PE coupled sec-
ondary antibodies. Cells were analyzed by flow cytometry in a FACS Aria and
FACS Calibur (BD Biosciences). All data was analyzed with FlowJo© software.

Statistical Analysis
An unpaired two-tailed Student’s t-test was used to determine statistical

significance. p values <0.05 were considered as significant.

RESULTS AND DISCUSSION

FoxP3 Expression Increases on Thymocytes That Develop 
in the Presence of Agonist Ligand
In order to analyze the selection of antigen specific Tregs, we used a double

transgenic mouse model in which thymocytes expressing a Class II-restricted
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TCR specific for a peptide from the hemmagglutinin (HA) of the influenza
virus (Kirberg et al., 1994), develop in the presence of the agonist ligand,
expressed by thymic dendritic cells and epithelial cells (Apostolou et al., 2002;
Lambolez et al., 2002).

We first determined the kinetics of development as well as the phenotype
of FoxP3+ HA-specific (6.5+) thymocytes. As shown in Figure 1, the expression
of the agonist ligand in the thymus of double transgenic mice induces a signif-
icant increase on the percentage of 6.5+ FoxP3+ cells in DP (2.8% vs 9.1%) and
more particularly in CD4SP (1.4% vs 24.2%) thymocytes (Figure 1A). The
increase in the percentage of FoxP3+ thymocytes was also described in
another TCRHA transgenic model (Cabarrocas et al., 2006), and could be
explained by induction of FoxP3 upon encounter with the agonist ligand, but
also to a greater resistance of FoxP3 expressing cells to negative selection (van
Santen et al., 2004).

We also detected a small percentage of DP thymocytes expressing FoxP3
in both single and double transgenic mice, independently of the transgenic
TCR expression, as previously described for nTregs (Fontenot et al., 2003).
This percentage was further increased in the CD4SP population, in both 6.5−

and 6.5+ thymocytes. To further characterize the FoxP3+ population, we also
analyzed the expression of CD25, a marker typically expressed by “naturally
occurring” regulatory T cells (Sakaguchi et al., 1995). As shown in Figures 1B
and 1C, in single transgenic mice, FoxP3+ cells were exclusively detected
within the CD25+ subpopulations of DP and CD4SP thymocytes.

However, analysis of TCRHAxIgHA mice, showed an increase in FoxP3+

cells also in the CD4SP CD25- subpopulation (Figure 1C, right panel), similar
to what was previously shown in peripheral Tregs from these mice (Apostolou
et al., 2002). Such increase in the percentage of FoxP3 expressing cells among
6.5+ thymocytes, in the presence of their agonist ligand, was statistically sig-
nificant (Figure 1D, upper panel). This also resulted in an increment of the
absolute numbers, although the differences were much less pronounced due to
increased negative selection occurring among DP and SP thymocytes of these
mice (Figure 1D, bottom panel).

In contrast, CD25- CD4SP thymocytes expressing FoxP3 are barely detect-
able in wt or single TCR transgenic mice but are clearly present in
TCRHAxIgHA mice, as had previously been shown in double transgenic mice
expressing HA under another promoter (Cabarrocas et al., 2006). These cells
could be the result of high avidity interactions with HA-expressing thymic
medullary epithelial cells (mTEC) or other cell types like thymic dendritic
cells and macrophages (Lambolez et al., 2002; Cabarrocas et al., 2006). It
remains to be determined whether these CD25- FoxP3+ CD4 thymocytes rep-
resent a different lineage of Tregs than the CD25+ and whether they are the
precursors of the CD25- FoxP3+ cells found in the periphery of wt mice
(Fontenot et al., 2005).
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Figure 1: Expression of agonist ligand in the thymus increases the percentage of Foxp3+ DP
and SP thymocytes. Total thymocytes from TCRHA or TCRHAxIgHA mice were stained with
CD4, CD8, 6.5, CD25 and FoxP3 antibodies. DP and CD4SP live cells were gated and ana-
lyzed for FoxP3 expression according to their CD25 and 6.5 expression. (A) One representative
experiment (n = 4) is shown. (B) CD25+FoxP3+ thymocytes can be found among DP cells and
are increased in mice expressing the agonist ligand in the thymus. (C) The percentage of
FoxP3+ cells increases significantly among CD25+ and CD25− thymocytes when the agonist
ligand is present in the thymus. (D) The percentage and absolute numbers of FoxP3+ cells within
6.5+ cells from single and double transgenic mice was calculated. Data represent mean values
± SEM of 4 independent experiments. Asterisks indicate *p ≤ 0.1, **p ≤ 0.05, ***p < 0.01. (a color
version of this figure appears in the online edition of this article.)

A
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Figure 1: (Continued).
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Altogether, these data indicate that high avidity interactions with cognate
ligand, most likely expressed on cTECs, can enhance induction of FoxP3
among “self-reactive” DP thymocytes, which is supported by recent data show-
ing that the cortex is sufficient for the generation of nTregs (Liston et al.,
2008). 

Analysis of intracellular signalling by flow cytometry is a successful tool
that allows detection of the phosphorylation state of different molecules in
complex and/or poorly-represented subpopulations (Crellin et al., 2007). In
this work, we used this technology to determine the phosphorylation state of
different molecules involved in TCR and CD28 signalling pathways in CD25+/

hi, CD25− or 6.5+ DP and CD4SP thymocytes from Balb/c and transgenic mice,
respectively.

In order to determine the role of TCR-mediated signalling events in these
HA-specific Tregs, we compared the phosphorylation “signature” of 6.5+ cells
that develop in the absence (TCR-HA) or presence (TCRHAxIgHA) of their
agonist ligand in the thymus. We first investigated the phosphorylation state
of the MAP kinases Erk 1/2 and P38, which have been implicated in positive
and negative selection, respectively, reviewed in (Starr et al., 2003). In basal
conditions, we did not find significant differences in phosphorylation of Erk1/2
and P38, between 6.5+ thymocytes from TCR-HA and TCRHAxIgHA trans-
genic mice in neither DP nor CD4SP subpopulations (not shown). After CD3
cross-linking, DP thymocytes from single and double transgenic mice showed
similar levels of phosphorylated Erk1/2. In contrast, 6.5+ CD4SP thymocytes from
double transgenic mice showed impaired Erk 1/2 phosphorylation in response to
anti-CD3 cross-linking compared to single transgenic mice (Figure 2D), while
responses to PMA plus ionomycin were similar in both mice (Figure 2A, repre-
sentative experiment).

This result suggests that the lack of response in thymocytes which are
selected by high affinity ligands, could be due to defects in proximal TCR
signalling, as has been reported for peripheral Tregs (Carson and Ziegler,
2007). In contrast to our results, analysis of peripheral human Treg cells
showed increased TCR-induced Erk phosphorylation and diminished AKT
response in FoxP3+ cells, when compared to effector T cells (Crellin et al.,
2007). These differences in Erk phosphorylation may reflect differential sig-
nalling depending on the developmental stage (i.e. thymic versus peripheral
Treg cells) or the duration of anti-CD3 cross-linking, since it has been
reported that differential localization and temporal activation of Erk and P38
is induced during positive versus negative selection (Daniels et al., 2006).
Therefore, further analysis is needed to clarify the role of developmental stage
and stimulation time in the selection of Treg cells.

P38 phosphorylation after CD3 cross-linking, on the other hand, was
slightly enhanced both in DP and CD4SP 6.5+ double transgenic thymocytes
compared to single transgenic thymocytes (Figure 2B, representative experi-
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ment, and 2E). This unexpected result is specially interesting in the context
of a recent report showing a role for P38 in thymocyte survival, through an
Akt-independent mechanism that involves the inactivation of GSK3beta
(Thornton et al., 2008). Moreover, our data showing a deficient Erk1/2 phos-
phorylation but increased P38 signalling fits with what has been described for
peripheral anergic T cells (Adler and Steinbrink, 2008).

Since transgenic TCRs have a high affinity for their ligand, we expected
to have an increased negative regulation of TCR-mediated signals, including
the activation of c-Cbl, as has been published by other authors (Naramura et
al., 2002; Thien et al., 2005). In addition, ubiquitin ligases are important for
T cell anergy induction in the periphery as well as for the suppressive func-
tion of peripheral Tregs, reviewed in (Loeser and Penninger, 2007). Rather,
unexpectedly, both DP and CD4SP thymocytes from TCRHAxIgHA mice
showed slightly lower levels of phosphorylated c-Cbl upon anti-CD3 cross-
linking (Figure 2C, representative experiment, and 2F), as well as in basal
conditions (not shown).

As mentioned before, Akt activation has been related to Treg development and
function (Crellin et al., 2007; Haxhinasto et al., 2008). As shown in Figure 2G,
both DP and CD4SP 6.5+ thymocytes from TCRHA and TCRHAxIgHA
transgenic mice induced similar Akt phosphorylation in response to CD3
cross-linking. However, only DP and CD4SP thymocytes from TCRHA single
transgenic mice responded efficiently to CD3 + CD28 cross-linking, while
TCRHAxIgHA double transgenic thymocytes appeared to be somewhat insen-
sitive to CD28 costimulation.

Overall, these results suggest that Tregs generated in the thymus upon
encounter with an agonist ligand might display a deficient proximal TCR
mediated signalling. However, since the 6.5+ thymocytes from TCRHAxIGHA
mice still contained a significant proportion of non Tregs, we attempted to val-
idate these data in conventional naturally ocurring Tregs.

Enhanced Basal Phosphorylation but Decreased TCR Mediated 
Signalling Among nTregs from Wild-Type Mice
To investigate the phosphorylation response of nTregs, we analyzed the

CD25+/hi DP and CD4SP subpopulations, which we have previously demon-
strated to contain >85-90% of FoxP3+ cells (not shown) and compared it to the
CD25− DP and CD4SP subpopulation.

As shown in Figure 3, CD25+/hi DP thymocytes showed increased basal
levels of phosphorylated Erk and P38 compared to CD25- thymocytes, while
among CD4SP thymocytes Erk and P38 were also slightly increased, although
the differences were not significant (Figure 3A and not shown). When we ana-
lyzed the phosphorylation of these MAP kinases in response to anti-CD3 cross-
linking we found that CD25+/hi or CD25- DP thymocytes responded similarly to
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anti-CD3, while the CD25+/hi CD4SP subpopulation showed decreased Erk
phosphorylation in response to anti-CD3 or anti-CD3 plus anti-CD28 com-
pared to naive CD25- thymocytes (Figure 4A and 4E).

Interestingly and similar to what was observed in antigen-specific Tregs,
responses to PMA plus ionomycin were not significantly decreased in nTregs
(Figure 4A, representative experiment), further suggesting a proximal signal-
ling defect in this subpopulation. Phosphorylation of P38 was very weak in
response to anti-CD3 and we did not find significant differences in the ability
to respond between CD25+/hi and CD25- thymocytes (not shown).

When the ubiquitin ligase c-Cbl was analyzed in basal conditions, we
found that DP CD25+/hi and CD4SP CD25+/hi showed a significant enhanced
phosphorylation when compared with their CD25- counterparts (Figure 3B).
Interestingly, in response to CD3, we found that, similarly to what was
observed in the double transgenic mice, CD4SP CD25+/hi thymocytes were less
responsive to anti-CD3 cross-linking than the CD25– subpopulation, while the
response to CD3 plus CD28 cross-linking was not different. (Figure 4B, repre-
sentative experiment, and 4F).

Figure 3: CD25+/hi thymocytes show enhanced basal phosphorylation compared to CD25-

thymocytes. Analysis of Erk1/2 (A), P38 (B), PI3K (C) and Akt (D) phosphorylation in DP and
CD4SP thymocytes from Balb/c mice. A) Median Fluorescence Intensity in basal conditions
was calculated as before. Phosphorylation was determined by flow cytometry using CD4,
CD8, and CD25 antibodies in combination with antibodies to phosphorylated proteins. Data
represent mean values ± SEM (Erk n = 6; P38 n = 6; c-Cbl n = 5). Statistically significant values
are marked as ***p ≤ 0.01. **p ≤ 0.05; *p ≤ 0.1.
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Finally, we also analyzed the phosphorylation of PI3K and AKT as markers
of CD28-induced signalling and that have been involved to the generation of
CD4+CD25+/hi cells in wild-type mice (Bluestone and Tang, 2005). Interestingly,
we found higher levels of basal phosphorylated PI3K and AKT in CD25+/hi DP
and CD4SP thymocytes, when compared to CD25− cells (Figures 3C and 3D,
respectively). This data agrees with the requirement for costimulation during
nTreg selection (Salomon et al., 2000). Furthermore, this observation corre-
lates with the enhanced basal phosphorylation of c-Cbl observed in wild type
nTregs, since Cbl family could be involved in the activation and recruitment of
PI3K to the TCR complex (Hunter et al., 1999; Thien et al., 2005).

However, when we stimulated these cells with anti-CD3 alone or with
anti-CD28 antibodies, we found enhanced AKT phosphorylation among DP
CD25+ cells but reduced phosphorylation of both PI3K and AKT in
CD25+CD4SP nTregs (Figures 4C, G and D, H, respectively), confirming the
results with the HA-specific Tregs. These results indicate that newly gener-
ated nTregs appear to be less sensitive to CD28-mediated costimulation.

In conclusion, we show here for the first time that, thymocytes developing
in the presence of their agonist ligand showed reduced levels of Erk1/2, c-Cbl
and Akt in response to TCR cross-linking, but increased phospho-P38. This
impaired TCR signalling was confirmed for wild-type nTregs, which also
showed enhanced basal phosphorylation of c-Cbl, Erk and PI3K. Therefore,
Treg development can be defined by a specific “signalling signature” that sug-
gests qualitative differences in TCR-mediated signalling that may not be
explained merely by a higher TCR avidity.
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