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Glosario 
LT  Linfocito T 

LB  Linfocito B 

TCR  Receptor de Células T 

BCR  Receptor de Células B 

Ag  Antígeno 

MHC  Complejo Mayor de Histocompatibilidad 

APC  Célula Presentedora de Antígeno 

IL-2  Interleucina 2 

LAT  Enlazador de Células T Activadas 

ZAP-70  Proteína Cinasa 70 Asociada a la Cadena Zeta 

DGK  Diacilglicerol Cinasa 

DAG  Diacilglicerol 

Ras  Proteína Activadora de GTPasas 

MAPK  Proteína Cinasa Activada por Mitógenos 

ERK  Cinasa Regulada por Señales Extracelulares 

AP-1  Proteína de Activación 1 

NFkB  Proteína de unión al enhancer (mejorador de la transcripción) de inmunoglobulinas kappa 

NFAT  Factor Nuclear de células T Activadas 

PKC  Proteína Cinasa C 

CREB  Proteína de Unión en Respuesta a AMP cilico 

Cbl-b  Linea de Linfoma Casitas B. 

Itch  Proteína E3 Ubiquitin Ligasa homologa a Itchy 

GRAIL  Gene Relacionado a Anergia en Linfocitos 

TRAF  Factor Asociado a TNFR 

PLC  Fosfolipasa C 

PKA  Proteína Cinasa A 

Erg-2  Genes Relacionados a ether-á-go-go 

CREM  Elemento Modulador en Respuesta a AMP ciclico 

IP3  Inositol  1,4,5-trifosfato. 

aa  Aminoácidos 

ERM  Proteínas Relacionadas a Esrina, Radixina y Moesina 

AMPc  Adenosin Monofosfáto Cíclico 

CAMK  Proteína Cinasa Dependiente de Calmodulina/Ca+ 

PI3K  Cinasa de 3-Fosfatidil-inositol 

HDAC  Desacetilasas de Histonas 

PMA  Acetato de Forbol Miristato 
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Resumen 

 
La activación de linfocitos T requiere del reconocimiento de antígenos presentados en la 

célula presentadora de antígenos por el MHC a través del receptor de células T y de señales 

conjuntas de moléculas co-estimuladoras. Este reconocimiento puede llevar a una 

activación de las funciones efectoras de las células T o entrar a un estado de menor 

respuesta funcional, dependiendo de la intensidad, cantidad y duración en que sea recibida 

la señal. La anergia es un mecanismo de tolerancia periférica que resulta en un estado de 

menor respuesta funcional de los linfocitos T auto-reactivos para limitar la auto-inmunidad. 

Por sus características estructurales, se piensa que a través de CD43, los linfocitos T 

establecen sus primeros contactos celulares con otras células, lo que a su vez condiciona   

sus respuestas efectoras. Se ha demostrado que las señales de CD43 sinergizan con las del 

TCR mejorando la proliferación y producción de IL-2, de esta manera, si las señales de 

CD43 anteceden a las señales anergizantes del TCR es posible prevenir un estado de 

anergia. Activación a través de CD43 induce un incremento en la fosforilación de ERK y en 

la activación de los factores de transcripción NFAT, AP-1 y NFkB. Por otro lado, en 

respuesta a TCR y CD28 se ha encontrado que CREB es un factor de transcripción 

indispensable para la transcripción del gen de IL-2. En base a esto proponemos que las 

señales de CD43 regulan la activación de CREB y ERK en células T para la prevención de 

anergia. 

En este trabajo, encontramos que las señales de CD43 inducen la fosforilación de CREB en 

la serina 133 y 129 y que junto con las del TCR sinergizan la fosforilación de CREB en 

ambas serinas. Por otra parte encontramos que si las señales de CD43 se reciben durante la 

inducción de anergia en un modelo dependiente de ionomicina, la célula T es capaz de 

recuperar los niveles de fosforilación de ERK, los cuales se abaten en células anérgicas. 

En conclusión, las señales de CD43 inducen la activación de CREB y pueden prevenir el 

estado de anergia al sostener la activación de la cinasa ERK. En conjunto, CD43 podría 

dirigir la expresión de un programa genético que incrementa la activación y proliferación 

del linfocito T. 
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1. Introducción  

 
Nuestro medio ambiente tiene una amplia gama de microbios y substancias que retan al 

hospedero a través de diversos mecanismos patogénicos.  El sistema inmune se vale de 

complejos mecanismos para controlar  y eliminar estos organismos y toxinas mediante el 

reconocimiento entre lo propio y lo no propio evitando de esta manera daños a sus propios 

tejidos. Estos mecanismos se dividen en dos grandes categorías, 1) respuestas que son 

codificadas por genes de la línea germinal del hospedero y que reconocen patrones 

moleculares compartidos por muchos microbios y toxinas que no están presentes en el 

hospedero y 2) respuestas que son codificadas por genes que se reorganizan somáticamente 

para ensamblar moléculas de unión al antígeno con alta especificidad. Estas dos grandes 

categorias se concocen como “respuesta inmune innata” y “respuesta inmune adaptativa” 

respectivamente (revisado en Chaplin, 2010). 

 

1.1 Respuesta Inmune Innata 

La respuesta inmune innata incluye todos aquellos mecanismos de defensa tales como 

barreras físicas (células epiteliales, mucosas, cilios epiteliales), proteínas solubles y 

pequeñas moléculas bioactivas que están presentes constitutivamente en los fluidos 

biológicos (proteínas del complemento, péptidos antimicrobianos), o aquellas liberadas por 

las células activadas (citocinas y quimiocinas que regulan la función de otras células 

atrayéndolas a los sitios de inflamación, mediadores lipídicos de la inflamación, radicales 

libres, aminas bioactivas y enzimas que también contribuyen a la inflamación del tejido), y 

por último receptores unidos a membrana y proteínas citoplasmáticas que se unen a 

patrones moleculares expresados sobre la superficie de microbios invasores.   

Este sistema es muy eficiente, sin embargo, algunos patógenos logran evadirla, por lo que 

se dispone de otro tipo de respuesta, conocido como respuesta inmune adaptativa.  A pesar 

de que la respuesta inmune innata y la adaptativa son fundamentalmente diferentes en 

cuanto a sus  mecanismos de acción, existe un sinergismo entre ellas para una adecuada y 

completa respuesta inmune efectiva (revisado en Medzhitov, 2007; Chaplin, 2010). 
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1.2 Respuesta Inmune Adaptativa 

La respuesta del sistema inmune adaptativa se basa principalmente en el reconocimiento 

específico de antígenos a través de receptores expresados sobre la superficie de los 

linfocitos T (LT) y B (LB) (receptores TCR y BCR respectivamente).  Esto brinda dos 

grandes ventajas, primero la capacidad de reconocer casi cualquier antígeno (alrededor de 

25x106 diferentes epítopes,) y segundo, una vez que ocurre el reconocimiento del antígeno 

de una célula a través de su receptor para el antígeno, la activación y expansión clonal así 

como la capacidad de recordar proporcionan protección para futuras infecciones con el 

mismo patógeno (Chaplin, 2010; Palm & Medzhitov 2009).  

En función de las células efectoras, la respuesta inmune adaptativa se divide en respuesta 

inmune humoral, donde los LB participan en la eliminación de patógenos mediante la 

producción de anticuerpos; y respuesta inmune celular, donde los LT, al reconocer 

fragmentos de péptidos (antígenos,  “Ag”) derivados del patógeno unidos a moléculas del 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), reconocen células infectadas, y promueven 

su eliminación mediante la producción de citocinas (LT cooperadores,  que expresan la 

molécula CD4) y a través de contactos célula-célula (LT citotóxicos, que expresan CD8) 

(revisado en Freitas & Rocha, 2000; Janeway &Travers 1994; Medzhitov, 2007).  

 

1.3 Moléculas co-estimuladoras 

La interacción entre el complejo TCR/CD3 con el péptido antigénico presentado en la 

molécula del MHC proporciona solamente una señalización parcial para la activación 

celular, y se requieren de las señales proporcionadas por moléculas co-estimuladoras o 

accesorias como CD2, CD4, CD8, CD5, CD45, CD28 y CD43 entre otras para que los 

linfocitos T se activen completamente.  La interacción entre MHC-peptido y TCR/CD3, en 

ausencia de señales de moléculas co-estimuladoras, lleva al LT a un estado de menor 

respuesta funcional conocido como anergia (Smith-Garvin, et al., 2009; Fierro, et al., 2006; 

Chaplin 2010).  

La co-estimulación de células T con CD28 o CD43 amplifica las señales del TCR y 

refuerza el reclutamiento de los factores de transcripción como NFAT, AP-1, NFκB y 

CREB al promotor de interleucina-2 (IL-2) (Smith-Garvin, et al., 2009; Pedraza-Alva & 

Rosenstein, 2007), una citocina indispensable para la proliferación y diferenciación de los 
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linfocitos T (Lin & Leonard, 1997; Wells, 2009).  

 

1.4 Las señales del TCR y de las moléculas co-estimuladoras se complementan. 

Durante la interacción linfocito T-célula presentadora de antígeno (APC), las señales del 

receptor para el antígeno combinadas con las de las moléculas accesorias se suman y 

provocan una serie de señales intracelulares que inducen una reorganización dinámica de 

las moléculas de la superficie celular y sus señalosomas, formando lo que se conoce como 

sinapsis inmunológica, así como induciendo una activa reorganización del cito-esqueleto y 

cambios morfológicos.  En suma estas señales resultan en la activación de factores de 

transcripción y en la regulación de la expresión génica que controlan la proliferación y 

diferenciación del linfocito T (revisado en Parry & Ward, 2005; Smith-Garvin, et al., 2009; 

Chaplin, 2010). 

Las cadenas α y β del TCR, que tienen la capacidad de reconocer específicamente al Ag, se 

asocian con cadenas accesorias invariantes (las proteínas transmembranales CD3γ, CD3δ, 

CD3ε y CD3ζ, las cuales se organizan en dimeros γε, δε, y ζζ que se asocian con la región 

hidrofóbica transmembranal de las cadenas del TCR) y  que sirven para traducir las señales 

las cuales forman el complejo CD3.  Cada TCR se asocia con un heterodimero CD3γε, un 

heterodimero CD3δε y un homodímero CD3ζ, formando el complejo TCR/CD3 (Fig. 1).  

Las porciones citoplasmáticas de cada cadena del complejo CD3 tienen motivos 

denominados “motivos de activación basados en tirosinas” (ITAMS); cuando estas tirosinas 

son fosforiladas por las cinasas de tisosinas Lck y Fyn, sirven de punto de anclaje para el 

dominio SH2 de ZAP-70 lo que permite su activación.  La cinasas de tirosinas ZAP-70 

tiene varios sustratos dentro de la célula, siendo el más importante LAT, el cual al ser 

fosforilado en varias tirosinas recluta a su vez a PI3K, SLP-76 y fosfolipasa Cγ (PLCγ) las 

cuales a su vez se asocian a Grb2/Sos/Ras y Vav.  Esto produce un incremento en Ca2+, 

inositol-3-fosfato y diacilglicerol, permitiendo la activación de distintas serin-treonin 

cinasas (PKC y MAPK, CAMK respectivamente) entre otras (Fig. 1) (Revisado en Parry & 

Ward, 2005; Kresh, 2007; Chaplin 2010; Balagopalan, et al., 2010).  Los co-receptores  

CD4 y CD8 reconocen las mimas  moléculas del MHC que reconoce el TCR ( MHC II y 

MHC I respectivamente), lo cual favorece una interacción LT-APC mas estable, y 

promueve la activacion de Lck y Fyn, y la fosoforilación de los ITAMS de CD3ζ (Fig. 1) 
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(Kersh, 2007). 

Las moléculas co-estimuladoras contribuyen a la activación del LT, regulando 

positivamente la señal del TCR, e induciendo señales independientes del TCR que influyen 

en la respuesta celular. En conjunto, las señales del TCR y de las moléculas co-

estimuladoras llevan al reclutamiento de distintos factores de transcripción como NFAT, 

AP-1, NFκB y CREB que regulan la expresión de genes importantes para la activación y 

diferenciación de los linfocitos T, en particular IL-2. La activación de NFAT en ausencia de 

la activación de otros factores de transcripción como AP-1 y NFkB, induce un patrón de 

expresión genética que resulta en anergia y por tanto una carencia característica de la 

producción de IL-2 (Smith-Garvin, et al., 2009).  

 

Figura 1. Cascada de señalización durante la activación de los LT inducida a través del 
TCR y/ó moléculas co-estimuladoras. Las señales del TCR inducen la activación de 
diferentes cinasas y el aumento de segundos mensajeros como el calcio, DAG e IP3 lo que 
con ayuda de señales de moléculas co-estimuladoras conduce a la amplificación de diferentes 
cascadas de señalización las cuales culminan en la activación de factores de transcripción. 
Estos factores de transcripción regulan la expresión de genes importantes para la proliferación 
y diferenciación de los LT; aquí se muestra la activación de los factores de transcripción 
NFκB, NFAT, AP-1 y CREB responsables de activación del gen de IL-2; en rojo se muestran 
las moléculas que pueden ser fosforiladas en las tirosinas por acción de las señales conjuntas 
del TCR/CD3 con CD4 ó CD8. (CBM-complejo multimolecular activador de IKK formado 
por Carmal, Bcl-10 y Malt1) (Tomado de Kersh, 2007).  
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1.5 Anergia 

La activación del LT tiene un papel importante en la patogénesis de enfermedades 

inflamatorias y autoinmunes. A pesar de que la gran mayoría de los LT potencialmente 

auto-reactivos, específicamente aquellos con elevada afinidad del TCR por el MHC, son 

eliminados en el timo a través de un proceso de selección negativa, resultando en el 

establecimiento de un estado de tolerancia a los antígenos propios, algunos LT con baja 

afinidad para antígenos propios pueden escapar a la periferia donde otros mecanismos 

como supresión/regulación, apoptosis, supresión clonal o anergia previenen autoinmunidad 

(revisado en Saibil, et al., 2007; Lineberry & Fathman, 2006). 

Cuando la célula T es activada a través del TCR en ausencia de señales de las moléculas 

co-estimuladoras, la célula alcanza un estado de menor respuesta denominado anergia.  La 

anergia se considera como un mecanismo de tolerancia en el cual un LT, intrínsecamente 

funcional alcanza un estado de inactivación, y aunque se mantiene vivo por un periodo de 

tiempo largo, tiene limitaciones funcionales como pobre división celular, diferenciación 

celular, y producción de citocinas.  El mantenimiento de este estado puede o no requerir de 

la presencia del antígeno y puede o no ser reversible por la adición de IL-2 (Schwartz, 

2003). La inducción de anergia en LT como modelo de inmunotolerancia puede ser de gran 

interés ya que permite entender los mecanismos que inducen ese estado anérgico y podría 

permitirnos manipular a las células T; por ejemplo, crear estrategias terapéuticas para 

prevenir la inducción de anergia en respuestas anti-tumorales ó llevar a un LT activado a un 

estado de anergia en enfermedades autoinmunes (revisado en Saibil, et al., 2007; Fehr, et 

al., 2010; LI, et al., 2010). 

Existen dos tipos básicos de anergia: 1) anergia clonal o anergia in vitro que se caracteriza 

por presentar un estado de arresto del crecimiento y que se induce principalmente en clonas 

de células T mediante estímulo para TCR en ausencia de señales de moléculas co-

estimuladoras o por flujos de calcio y; 2) la tolerancia adaptativa o anergia in vivo que se 

induce mediante estimulaciones continuas con antígenos específicos para el TCR y se 

caracteriza por presentar una inhibición más generalizada en las funciones efectoras y 

proliferativas (revisado en Saibil, et al., 2007; LI, et al., 2010). 
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 1.5.1 Anergia clonal 

Se caracteriza principalmente por una pobre producción de IL-2 y baja proliferación. Este 

estado se induce en clonas T CD4+ al estimular a través del TCR en concentraciones 

óptimas (10ug/ml de OKT3 (Howe, et al.,2003; Powel, et al., 1999)) por 6-12 hrs y en 

ausencia de señales de moléculas co-estimuladoras, mediante la estimulación con ligandos 

de baja afinidad y en presencia de señales co-estiuladoras, particularmente de CD28, o 

mediante adición de ionomicina o bloqueando la co-estimulación con anticuerpos anti-

CTLA4. Todas estas condiciones inducen una activación débil o incompleta de la célula, 

sin embargo son lo suficientemente fuertes para inducir nueva síntesis de proteínas. Este 

estado anérgico puede ser revertido adicionando IL-2 (Schwartz, 2003). 

En el modelo de anergia clonal inducido a través del estímulo de TCR no hay cambios en 

los niveles proteicos del TCR, CD4 y Zap-70 comparado con células no anergicas, sin 

embargo, los niveles de fosforilación de Zap-70 son menores en células anérgicas, mientras 

que los de cCbl son iguales, lo que favorece la degradación por proteosoma de Zap-70 y 

por tanto una disminución del 30 a 50% en la fosforilación de LAT y PLCγ, comparado con 

células no anergicas (Choi & Schwartz, 2007). El señalosoma de LAT que se  induce bajo 

estas condiciones es capaz de conllevar a un incremento en los niveles de calcio intracelular 

y por tanto a la activación de calcineurina, la cual defosforila a NFAT y permite su 

translocación al núcleo y la transcripción de genes como el de la Cinasa de Diacilglicerol 

(DGK) que elimina el Diacilglicerol (DAG), lo que previene la activación de la vía de Ras 

y por lo tanto de la vía de las MAPK, en particular pérdida en la fosforilación de ERK 

(Choi & Schwartz, 2007).  La inhibición de la producción de IL-2 puede ser revertido 

adicionando inhibidor de DGK (Zha, et al., 2006). Además, el bloqueo en la vía de ERK 

inhibe al factor de transcripción Elk1, lo que disminuye los niveles de expresión del gen 

c-Fos afectando la formación del complejo AP-1 (Saibil, et al., 2007).  De manera similar, 

la translocación de NFkB al núcleo se ve afectada, posiblemente a una pobre movilización 

de PKC a la membrana plasmática, afectando la transcripción del gen de IL-2  (Choi & 

Schwartz, 2007). Interesantemente, la inducción de este estado requiere de síntesis de 

nuevas proteínas encargadas de mantener este estado llamadas factores anérgicos tales son 

Cbl-b, Itch, GRAIL y TRAF que pertenecen a la familia de E3 ubiquitin ligasas, mandando 

a PKCθ y PLCγ a degradación mediada por proteosoma y otras como Icaros, Egr2 y CREM 
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que funcionan como factores remodeladores de la cromatina dejándola en un estado menos 

accesible para la transcripción (Fig. 2) (Wells, 2009). 

En el modelo de anergía por ionomicina, se inducen fuertes flujos de calcio intracelular que 

activan a calcineurina con la subsecuente defosforilacion de NFAT, lo que permite su 

translocación al núcleo. La ausencia de otros factores de transcripción como AP-1 que 

dependen de otras vias de senalizacion, favore que la actividad de NFAT se concnetre en la 

transcripción de genes como el de DGK, y de los mismos factores de transcripción que se 

inducen en el modelo de anergia clonal suprimiendo la transcripción del gen de IL-2 

(Heissmeyer, et al., 2005). 

 

 

 

Figura 2. Modelo de regulación de señales del LT bajo el solo estimulo de TCR y la 
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función de factores anérgicos en un segundo encuentro con el antígeno. A) La sola 
estimulación del TCR no permite la transcripción del gen de IL-2, pero si permite la 
transcripción de genes de respuesta a NFAT. B) Los factores anérgicos inducidos previamente, 
miembros de E3 ubiquitin ligasas (Cbl-b, GRAIL e Itch) así como caspasa 3 actúan sobre 
enzimas acopladas a la proximidad de las señales del TCR y CD28 mandandolas a 
degradación, mientras que DGKα interrumpe la señalización dependiente de DAG. Aunado a 
esto, represores transcripcionales como Ikaros, CREM, Egr 2 y 3 son reclutados al gen de IL-
2, permitiendo su silenciamiento a través de mecanismos que pueden incluir metilación del 
DNA y de histonas (tomado de Wells, 2009). 

 

 1.5.2 Tolerancia  adaptativa  

Este mecanismo se caracteriza por inhibir la proliferación y la producción de todas las 

citocinas excepto IL-10, y requiere la presencia continua del antígeno para mantener el 

estado anérgico y no se puede revertir el bloqueo de la proliferación adicionando IL-2 

(Choi & Schwartz, 2007). 

Este estado se induce mediante repetidas estimulaciones con antígenos específicos para el 

TCR,  lo que conlleva a niveles proteicos elevados de CD4 y Zap-70, sin embargo, la 

fosforilación de Zap-70 disminuye y aumentan los niveles de cCbl fosforilado lo que lleva a 

Zap-70 a proteosoma y disminuye la fosforilación de sus sustratos LAT y PLCγ hasta en un 

95% comparado con células no tolerogénicas. Debido a esto, se afecta la producción de IP3 

y por lo tanto no se libera el calcio intracelular lo que impide que se active la vía de NFAT 

(Choi & Schwartz, 2007). Contrario al modelo de anergia en el cual la fosforilación de 

ERK se abate, en el modelo de tolerancia adaptativa la vía de señalización de Ras/MAPK 

se afecta parcialmente, esto posiblemente se deba a que la vía de Ras pudiera ser activada 

independientemente de la vía de LAT y que participe alternativamente la proteína 

adaptadora Slp-76 (Schwartz, 2003). Esto, debido a que los niveles de fosforilación de ERK 

y de Slp-76 se observaron normales en un modelo de tolerancia adaptativa. 

 

1.6 La molécula co-receptora CD43 

Una de las moléculas co-receptoras que activa células T es CD43, conocida también como 

la sialoforina, gpL115, leukosialina. Se expresa en la superficie de todas las células 

hematopoyéticas, excepto en eritrocitos, también algunas células epiteliales y cancerosas la 

expresan (revisado en Aguila-Delfin, et al., 2006). Se han identificado dos isoformas, la 

isoforma de 130 kDa, que contiene el hexasacárido ramificado NeuAc(α2-3)-Gal(β1-

3)[NeuAc(α2-3)Gal(β1-4)GlcNAc(β1-6)GalNac y se expresa en células T CD8+ y CD4+ 
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activadas, monocitos, neutrófilos, plaquetas, linfocitos B y macrófagos; y la isoforma de 

115 kDa que tiene el tetrasacárido NeuAc(α2-3)-Gal(β1-3)[NeuAc(β2-6)]GalNac y se 

expresa en en linfocitos T CD4+ no activadas y células precursoras eritroides (Carlsson & 

Fokuda, 1986; Remold-O'Donnell, et al., 1986).  CD43 es una proteína transmembranal 

tipo I. La porción extracelular tiene 235 aa., y comprende cinco repeticiones en tándem de 

18 aminoácidos cada una (116Ile-205Ser) ricas en serinas y treoninas que están altamente 

O-glicosiladas. La composición de aminoácidos y la decoracion de carbohidratos le 

proporcionan a la molécula una estructura alargada, que dadas sus dimensiones (45nm de 

longitud), la hace candidato a establecer las primeras interacciones de un linfocito con la 

APC. Así mismo, en base a su composición de carbohidratos, CD43 se considera como 

miembro de la familia de las mucinas. La región intracelular (IC) cuenta con 123 aa y 

contiene varias secuencias que favorecen la participación de esta molécula en la 

señalización intracelular ya que cuenta con dos sitios de unión para proteínas de a familia 

ERM (ezrina, radinina y moesina), dos sitios de localización nuclear (NLS) en los residuos 

5-19 y 61-75 que se sobreponen con los sitios de unión de ERM y entre los sitios ERM y 

NLS hay serinas y treoninas potencialmente fosforilables posiblemente por AMPc, GMPc, 

PKC y CKII.  En el extremo C-terminal cuenta con tres secuencias de sumoilación y una 

región rica en prolinas en donde proteínas con dominio SH3 se pueden unir a ésta, lo que 

permite a CD43 participar en diferentes vías de señalización proporcionándole un papel 

funcional, no tiene actividad catalítica intrínseca (revisado en Pallant, et al., 1990; Aguila-

Delfin, et al., 2006; Bravo-Adame, et al., 2012). 

 

 1.7 Funciones de CD43 

La expresión altamente regulada de CD43 a través de diferentes mecanismos celulares, su 

abundancia, estructura altamente alargada, y la homología de su dominio 

intracitoplasmático entre especies sugiere que contribuye de manera importante en la 

homeostasis del sistema inmune y en modular las decisiones de la célula a través de 

múltiples funciones que son algunas veces opuestas como, adhesión y anti-adhesión, 

locomoción, activación celular, diferenciación, proliferación en LT y LB, apoptosis, 

maduración de células dendríticas, estallido respiratorio en monocitos, secreción de 

citocinas y quimiocinas en NK, mastocitos, dendríticas y LT (revisado en Aguilar-Delfin, et 
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al., 2006; Pedraza-Alva & Rosenstein., 2007). 

En linfocitos T la activación a través de CD43 induce la agregación homotípica y la 

secreción de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias de una manera independiente de 

antígeno, como resultado de la activación de los factores de transcripción AP-1, NFAT y 

NFκB.  Se sugiere que CD43 tiene un papel positivo en regular la migración de linfocitos T 

a sitios de inflamación, ajusta el número celular y la homeostasis al regular la apoptosis 

(Seo & Ziltener, 2009; Bravo-Adame, et al., 2012). CD43 funciona como una molécula co-

estimuladora del TCR ya que permite la secreción de IL-2, activación celular y 

proliferación, estas señales co-estimuladoras son independientes a las de CD28 (Sperling, et 

al., 1995).  Entre las funciones opuestas asociadas a CD43 se ha encontrado que, activación 

cruzada con anticuerpos de CD43 en células Jurkat y en células de la médula ósea induce 

muerte celular programada, mientras que, por otro lado, la región IC al ser cortada por γ-

secretasas permite su translocación al núcleo, lo que protege a las celulas tumorales que 

expresan CD43 de señales apoptóticas, promoviendo sobrevida celular (revisado en 

Aguilar-Delfin, et al., 2006; Bravo-Adame, et al., 2012). 

 

  1.7.1 Cascada de señalización de CD43 

En linfocitos T, la señalización de CD43 permite el reclutamiento de las cinasas Fyn o Lck 

mediante la unión de su dominio SH3 a la región rica de prolinas del dominio 

intracitoplasmático de CD43 y la fosforilación de las tirosinas de los ITAMs de la cadena 

de CD3ζ y activación de la cinasa ZAP-70.  Esto conlleva a la formación de complejos 

macromoleculares con las proteínas adaptadoras Shc, Vav y Grb2 activando diversas vías 

de señalización. También es activada la cinasa SYK que se asocia con PLCγ (probablemnte 

a través de LAT), y se recluta PI3K. El resultado inmediato de estas señales es un aumento 

en la cantidad de IP3 y DAG, lo que favorece flujos de calcio, y la activación de varios 

miembros de las familias de cinasas PKC, MAPK que a su vez  culminan en la activación 

de los factores de transcripción NFAT, AP1, NFκB permitiendo la transcripción de 

diversos genes, en particular del gen de IL-2 (Fig. 3) (Santana, et al., 2000; Park, et al., 

1991; Pedraza-Alva, et al., 1998; Del Rio, et al., 2004; Cruz-Muñoz, et al., 2003; Pedraza-

Alva, et al., 1996).   

Aunado a esto, se ha demostrado en el laboratorio que, cuando las señales de CD43 
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anteceden o son recibidas al mismo tiempo que las del TCR ó incluso hasta 30 minutos 

después, CD43 induce un circulo de retro-alimentación positiva que prolonga la duración 

de la fosforilación de ERK al impedir la asociación de la fosfatasa SHP-1 con Lck lo que 

resulta en una fosforilación sostenida de la cadena ζ del TCR y de Zap-70 manteniendo por 

más tiempo activa la vía de ERK (Fierro, et al., 2006), este circulo de señales de larga 

duración de retro-alimentación positiva son necesarias para mejorar la transcripción de 

genes (Stefanova, et al., 2003). Sin embargo, cuando las señales de CD43 son recibidas 

después de 30 minutos de las del TCR, el linfocito T alcanza un estado de menor respuesta 

funcional, lo que le proporciona a CD43 un papel importante en la prevención de anergia 

(Fierro, et al., 2006). 

 

Figura 3. Vías de señalización inducidas por la molécula coestimuladora CD43 y TCR. 
La activación de los LT a través de CD43/TCR induce la activación de la vía de PLCγ, Rho, 
Ras y PI3K/AKT, las cuales reclutan y activan diversos factores de transcripción como 
NFκB, AP-1 y NFAT lo que permite la transcripción de diversos genes como IL-2. 
 

 

1.8 IL-2 

Las citocinas son proteínas solubles que actúan usualmente de manera autócrina o también 

de manera parácrina.  Cuando se producen en grandes cantidades éstas pueden entrar a la 

circulación y actuar a distancia desde el sitio de producción (endocrina).  La producción de 

estas proteínas es usualmente transitoria y altamente regulada. Al unirse a sus receptores, 

las citocinas inician una cascada de señalización que regula un gran número de genes y por 
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ende, el comportamiento celular (Wilson & Barker, 2009). De este modo, las citocinas 

regulan la comunicación entre las células envueltas en la inmunidad, inflamación, 

hematopoyesis y embriogénesis (Malek, 2008).  Las citocinas producidas por linfocitos 

reciben el nombre de interleucinas (IL) seguidas por un número (revisado en Malek, 2008; 

Janeway & Travers, 1994). 

IL-2 es una citocina α-hélice de 15,000 Da producida predominantemente por LT CD4+ y 

en menor medida por LT CD8+; también es producida por células dendríticas, natural killer 

y células T killer. En LT su unión a receptores específicos activa vías de señalización 

intracelular que participan en la activación del LT, resultando en una activación genética 

específica, y entrada al ciclo celular.  Promueve la actividad citolítica de monocitos y  en 

sinergismo con IL-4, favorece la proliferación de LB activados así como el switch de 

isotipos y la secreción de inmunoglobulinas. En pacientes con lupus sistémico eritematoso 

(SLE) se considera una característica del sindrome una menor producción de IL-2.  

El gen de IL-2 se localiza en el brazo largo del cromosoma 4 en humanos. El estudio de la 

regulación transcripcional de este gen se ha enfocado en un promotor mínimo que se 

extiende 300pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción (SST), aunque también se 

han identificado secuencias regulatorias de islas CpG que se extienden hasta 1.3kb 

corriente arriba del SST del gen de IL-2 a las que se unen otros factores de transcripción 

(Fig. 4) (revisado en Sugamura, et al., 1996; Janeway & Travers, 1994; Malek, 2008; 

Meager & Wadhwa, 2007). 

La inducción de la transcripción del gen de IL-2 en LT bajo el estímulo de TCR y CD28 ha 

sido descrita. Se promueve la translocación de p300/CBP al promotor de fos lo que 

promueve la acetilación de la histona 4 y la unión de la RNA polimerasa II induciendo la 

transcripción de Fos lo que permite se una a Jun formando AP-1. Por otro lado, las señales 

de CD28 también permiten la acetilación de histonas y el remodelamiento de la cromatina 

del gen de IL-2, favoreciendo la unión de los diferentes factores de transcripción. Así, AP-1 

y NFAT se unen al promotor de IL-2; también se incrementa la unión de CREB con CBP y 

en conjunto se induce la producción de IL-2, así como la expresión del receptor de IL-2 lo 

que forma un circulo de retroalimentación positiva permitiendo la expresión del gen de 

IL-2 (revisado en Crispín & Tsokos, 2009; Acuto & Michel 2003). 
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Figura 4. Factores de transcripción involucrados en la regulación del gen de IL-2. Los 
factores de transcripción se unen más densamente a la región del promotor proximal mínimo 
(300 pb del SST) siendo los más importantes NFAT, AP-1, NFκB y CREB ya que regulan 
positivamente la transcripción de IL-2, recientemente descubierto islas CpG que participan 
en la regulación y se extienden hasta 1.3 kb del SST (tomado de Crispín & Tsokos, 2009). 
 
 
 

1.9 Factores de transcripción involucrados en la  regulación del gen de IL-2 

 1.9.1 NFAT 

El Factor Nuclear de células T Activadas (NFAT) se describió como  una proteína nuclear 

que se unen y controlan la actividad del promotor del gen de IL-2 en LT.  Sin embargo,  

actualmente se ha encontrado que los factores de NFAT son expresados en diferentes tipos 

celulares y regulan la actividad de diferentes genes participando en funciones como 

generación de válvulas en el corazón embrionario, formación de vasos sanguíneos, 

crecimiento de axones de las neuronas y diferenciación de osteoclastos durante la 

formación del hueso, entre otras.  Los cinco miembros de la familia de factores de NFAT 

[NFAT1 (NFATp ó NFATc2), NFAT2 (NFATc ó NFATc1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 

(NFATx ó NFATc3) y NFAT5] tienen dos dominios, un dominio de unión al DNA 

altamente conservado conocido como región de homología al dominio REL (RHR) y otro 

dominio moderadamente conservado, con función regulatoria, llamado región de 

homología a NFAT (NHR) y que tiene muchos residuos de serina que son fosforilables. 

Todos los miembros de esta familia, excepto NFAT5 son reguladas por la vía de 

señalización de calcio. (revisado en Macian, 2005). 

Como mencionamos anteriormente, la sola estimulación del TCR activa esta vía, a través 
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de la activación de fosfolipasa Cγ (PLCγ) la cual hidroliza a fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 

(PIP2) produciendo inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). IP3 induce la 

liberación de calcio del retículo endoplasmático (RE) lo cual abre los canales de calcio de 

la membrana plasmática permitiendo el aumento de los niveles de Ca2+ intracelular, así, 

Ca+ se une a calmodulina que activa a la fosfatasa, calcineurina.  Esta ultima defosforila a 

NFAT, lo cual resulta en el descubrimiento de un sitio de localización nuclear que permite 

su translocación al núcleo, en donde ejerce su actividad de factor transcripcional regulando 

la transcripción de distintos genes. En el caso particular de LT y del promotor de IL-2, 

pueden funcionar como activadores o represores según la presencia/ausencia de otros 

factores de transcripción como AP-1 o CREM respectivamente (revisado en Macian, 2005; 

Serfling, et al., 2006; Macián, et al., 2001; Kyttaris, et al., 2007). Para LT se ha relacionado 

a NFAT1 con la activación de la respuesta inmune (preferencialmente Th1) cuando se 

asocia con AP-1, en ausencia de este se relaciona con la expresión de genes de inducción de 

anergia ya que bloquea la activación de células T y su proliferación, también NFAT1 en 

asociación con desacetilasas de histonas (HDAC) se ha relacionado con el silenciamiento 

de genes; además NFAT se ha relacionado con la expresión de genes de activación de la 

respuesta inmune (específicamente con Th2) (revisado en Srinivasan & Frauwirth, 2007; 

Leung-Theung-Long, et al., 2009; Soto-Nieves, et al., 2009; Müller & Rao, 2010). 

 

 1.9.2 AP-1 

El factor de transcripción “proteína de activación 1” (AP-1) es ensamblado por proteínas 

Jun (c-Jun, JunB y JunD), Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2) o ATF (ATF-a, ATF-2 y ATF-

3), formando homodímeros o heterodímeros (Turpaev, 2006).  AP-1 pertenece a la familia 

de proteínas b-zip (zíper básico de leucinas), es implicada en una gran variedad de procesos 

celulares como diferenciación, crecimiento, apoptosis, migración celular, transformación, 

proliferación y sobrevida (Vesely, et al., 2009).  AP-1 puede regular a sus genes blanco 

positiva o negativamente, según la abundancia de los diferentes patrones de dimerización, 

regulación pos-transcripcional e interacción con proteínas accesorias.  En LT, la activación 

a través del TCR produce DAG el cual incide sobre la vía de señalización Ras-MAPK 

(JNK ó p38 ó ERK), la vía PKCθ-SPAK. Estas cinasas a su vez activan directamente 

(como es el caso de JNK) o indirectamente a Fos, Jun y ATF (revisado en Veselya, et al., 
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2009; Hess, et al., 2004; Manicassamy, et al., 2006; Tibbles & Woodgett, 1999). 

 

 1.9.3 NFκB 

La proteína de unión al enhancer (mejorador de la transcripción) de inmunoglobulinas 

kappa (NFκB) se encontró por primera vez en células B, describiéndose como un regulador 

importante de la transcripción de las cadenas κ de las inmunoglobulinas (Vainer, et al., 

2008), sin embargo es expresado en casi todos los tipos celulares (Majdalawieh & Ro, 

2010). Actualmente se sabe que es un regulador clave de la respuesta inmune innata y 

adaptativa y de manera general participa en la inflamación y el crecimiento celular. Los 

miembros de la familia de NFκB [NFκB1 (p50), NFκB2 (p52), RelA (p65), c-Rel y RelB] 

tienen un dominio N-terminal de homología a Rel (RHD), responsable de la homo y 

heterodimerización, así como una secuencia de unión al DNA.  RelA, RelB y c-Rel tienen 

un dominio C-terminal de activación transripcional (TAD), mientras que NFκB1 y NFκB2 

no cuentan con este dominio y por tanto para ejercer una función positiva requieren de la 

interacción con otros factores. NFκB se expresa de manera constitutiva y está inactivo en el 

citoplasma mediante interacciones con proteínas de la familia IκB. En respuesta a múltiples 

estímulos como citocinas de inflamación, productos de bacterias o virus, diferentes tipos de 

estrés, IκB es fosforilado en dos serinas, lo que lleva a su poli-ubiquitinación y destrucción 

por proteosoma. Como consecuencia, el sitio de localización nuclear de NFκB queda libre y 

entonces se transloca al núcleo y activa la transcripción de una gran variedad de genes.  La 

cinasa encargada de fosforilar IκB es IKK la cual es una proteína de 700-900 kDa, tiene dos 

subunidades catalíticas (IKKα y β) con un dominio amino terminal hélice-lazo-hélice 

(HLH) que modula la actividad de cinasa y un dominio cierre de leucina (LZ) que permite 

la homo y hetero-dimerización además de un componente adicional sin actividad catalítica 

pero indispensable para activar la vía de NfκB, llamado NEMO (revisado en Gerondakis & 

Siebenlist, 2010; Wertz & Dixit, 2010; Israël, 2010). 

La regulación de la proliferación de LT dependiente de NFκB en vivo es compleja.  Bajo el 

estimulo de TCR/CD28, c-Rel parece modificar la cromatina cerca de la región promotora 

de IL-2, conduciendo a su transcripción; así mismo, en cultivo, c-Rel es esencial para la 

traducción de IL-2 y por tanto, para la proliferación de LT CD4+. Además, ratones 

deficientes en c-Rel muestran un menor número de LT CD4+ pero esto es por mecanismos 
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independientes de IL-2, por lo que se piensa que el mecanismo de expresión de IL-2 es 

independiente de c-Rel. Éstos datos en conjunto sugieren que, en vivo, la vía de NFκB 

contribuye a la proliferación del LT y que está en función del tipo de célula T, su estado de 

diferenciación y la naturaleza y fuerza de las señales co-estimuladoras (revisado en 

Gerondakis & Siebenlist, 2010). 

 

 1.9.4 CREB 

La proteína “elemento de respuesta y unión por AMP cíclico” (CREB) se expresa de 

manera constitutiva y tiene un papel importante en múltiples órganos, regulando funciones 

como memoria, potenciación a largo plazo, arritmias cardiacas, función de la pituitaria, 

espermatogénesis y respuesta inmune. En el caso particular del gen de IL-2, CREB 

promueve la transcripción del gen mediante su unión al sitio -180 del promotor proximal, lo 

cual favorece el reclutamiento de la maquinaria de transcripción (Mayr & Montminy, 

2001).  

CREB, CREM y ATF pertenecen a la familia de factores de transcripción de respuesta a 

AMPc, comparten una estructura conservada de proteínas con un dominio C-terminal b-zip, 

lo que les permite formar homo y hetero-dímeros que se unen a una secuencia específica de 

DNA llamado elemento de respuesta a AMPc (CRE), que se caracteriza por ser una 

secuencia palindrómica consenso TGACGTCA. Los miembros de esta familia tienen un 

dominio N-terminal conocido como dominio modulador de la activación (AD) dividido en 

dos regiones, la primera conocida como caja de fosforilación (P-box también conocido 

como dominio inducible a cinasas “IKD”) la cual contiene sitios de fosforilación por varias 

cinasas regulando su potencial de activación de estas proteínas, la segunda región tiene dos 

dominios ricos en glutamina (Q1 y Q2) que flanquean a IKD (ATF-1 solo tiene un dominio 

rico en glutamina) y proporciona sitios de interacción con componentes de la maquinaria 

basal de transcripción. CREB y CREM tienen diferentes isoformas generadas por 

“splicing” alternativo que funcionan como activadores o represores de la transcripción 

principalmente por la carencia de su dominio Q2 que interacciona con RNA pol II (Fig. 5). 
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Figura 5. Organzación genómica de los factores de transcripción de la familia de CREB de 
humano- Alineamiento genómico de las secuencias de CREB, CREM y ATF-1, los dominios 
homólogos están representados por diferentes colores como se muestra en la “lista clave”.  Se 
muestran las isoformas activadoras, represoras y los codones de paro lo que permite generar 
proteínas truncadas en el C-terminal y N-terminal (tomado de Mayr & Montminy, 2001).  

 

 

CREB tiene un sitio de localización nuclear y se encuentra constitutivamente unido al DNA 

como homodímero, pero es transcripcionalmente inactivo (Elliot, et al., 2003).  Su 

activación requiere de la fosforilación de la serina 133 (Gonzalez & Montminy, 1989). La 

vía canónica de fosforilacion de CREB S-133 inicia con el incremento en los niveles de 

AMPc, este se une a las dos subunidades catalíticas de PKA, lo que induce un cambio 

conformacional en PKA que libera y activa las sub-unidades catalíticas, estas subunidades 

catalíticas se translocan entonces al núcleo y fosforila a CREB que está constitutivamente 

unido al núcleo (Montminy & Bilezikjian, 1987; Yamamoto, et al., 1988; Gonzalez & 

Montminy, 1989; Montminy, 1997; Daniel, et al., 1998; Elliot, et al., 2003). Existen otras 

vías que participan en la fosforilación de CREB en la serina 133 como CaMKIV (Sun, et 

al., 1994), ERK/RSK, p38/MAPKAP cinasa 2 (Xing, et al., 1998; Tan, et al., 1996). La 

fosforilación en la serina 133 causa un cambio conformacional en CREB permitiendo una 

segunda fosforilación en la S129 lo cual produce una activación completa de CREB, esta 
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segunda fosforilación se da únicamente por la glucógeno sintetasa (GSK-3) (Fiol, et al., 

1994; Tyson, et al., 2002). Por otro lado, la fosforilación en la S142 desestabiliza la unión 

de CREB con la proteína de unión a CREB (CBP) impidiendo la transcripción del gen, esta 

fosforilación se lleva a cabo por la cinasa CaMKII (Sun, et al., 1994; Mayr & Montminy, 

2001).  Es importante mencionar que CREM actúa como represor para lo cual requiere 

también ser activado por su fosforilación en la S117, compartiendo las mismas vías de 

activación (De Cesare, et al., 1999; Carlezon, et al., 2005; Tenbrock, et al., 2003; Tenbrock, 

et al., 2006). 

De este modo, se ha establecido un modelo de la regulación de la transcripción del gen de 

IL-2 en LT a través de las señales de TCR/CD28 (revisado en De Cesare, et al., 1999). De 

manera constitutiva el homodímero CREB-CREB se une a su sitio -180 del promotor del 

gen de IL-2, el LT al recibir la señal a través de TCR/CD3 y moléculas co-estimuladoras 

(CD28) dispara las vías de señalización mencionadas para fosforilar la S133 de CREB, lo 

que permite que CREB reclute a través de su dominio KID a p300 y CBP que, al tener 

actividad intrínseca de acetil-transferasas de histonas, mejora la transcripción por inducir 

remodelamiento de la cromatina a un estado de eucromatina, dejándola así más accesible 

para reclutar a la maquinaria de transcripción, lo cual lo hace a través de su dominio Q2 de 

CREB el cual se une a la proteína de unión a la caja TATA asociada al factor hTAF130 que 

es una subunidad del factor de transcripción II (TFIID) de la RNA polimerasa II.  Aunado a 

esto, el conjunto de factores de transcripción previamente descritos permite se forme un 

enhanceosoma (complejo mejorador de la transcripción) que se asocia con el complejo de 

la RNA pol II, activando la transcripción del RNAm de IL-2 y posteriormente su 

traducción. Una manera de mantener la homeostasis celular es “apagar las señales”, proceso 

que ocurre en LT en función del tiempo, en donde, 2-4 hrs después de la estimulación a 

través de TCR/CD3-CD28 se inducen los RNAm de IL-2 y de CREM; 6 hrs después del 

estímulo, inicia la defosforilación de pCREB por las fosfatasas PP1 y PP2A (fosfatasa de 

serinas y treoninas); 48-72 hrs después, aumentan los niveles de RNAm de CREM por 

tanto su traducción aumenta, aunque desde las 2 hrs posteriores al estímulo CREM 

comienza a unirse a promotor de IL-2, remplazando a CREB.  A pesar de que CREM 

también puede reclutar a p300 y CBP por su dominio IKD, no activa su actividad acetilasa 

de histona y no es capaz de reclutar a TFIID pues carece del dominio Q2.  No obstante, se 
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ha demostrado que CREM recluta a HDAC1, una desacetilasa de histonas cuya actividad 

favorece que condense de nuevo la cromatina y quede el gen de IL-2 en un estado no 

permisible para la transcripción.  El resultado de todos estos eventos es que de 24-100 hrs 

después del estímulo, disminuyen los niveles del RNAm de IL-2 y por tanto disminuye su 

traducción (Fig. 6) (revisado en De Cesare, et al., 1999; Tenbrock, et al., 2003; Tenbrock, 

et al., 2006). Además de este modelo establecido de “encendido y apagado” de la señal, se 

ha encontrado que en células anergicas la cantidad de complejo CREB/CREM al sitio -180 

del promotor de IL-2 es mayor que en células no energizadas (Powel, et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Modelo de la regulación positiva y negativa de la transcripción del gen de IL-2 
mediada por CREB-CREM. Las células T son activadas por TCR/CD3 y CD28 esto genera 
activación de diversas cinasas permitiendo activación de CREB de este modo pCREB recluta a 
CBP y  p300 aunado a otros factores de transcripción forman un enhansosoma que induce la 
transcripción y traducción de IL-2 (Paso 1). Mientras esto ocurre se produce CREM el cual al 
paso del tiempo y de una manera gradual reemplaza a pCREB regulando negativamente la 
transcripción de IL-2 (Paso 2) (tomado de Tenbrock, et al., 2003). 

 

 

1.10 Las señales de CD43 regulan la respuesta funcional del linfocito T. 

Previamente en el laboratorio se demostró que las señales de la molécula coestimuladora 

CD43 activan factores de transcripción como NFκB, AP-1 y NFAT (Santana, et al., 2000).  

Cuando a las señales del TCR les anteceden las de CD43 por no más de 30 minutos, los LT 

 
 

23



 
 

24

presentan un incremento en la fosforilación de ERK1/2, son capaces de producir IL-2 y  por 

lo tanto de proliferar, lo que indica que hay una ventana de tiempo en la que las señales de 

CD43 pueden prevenir el estado de anergia (Fierro, et al., 2006). Si bien estos antecedentes 

sugieren que las señales de CD43 pueden prevenir o rescatar al LT de un estado de menor 

respuesta funcional, se desconoce si  a través del reclutamiento de otros factores de 

transcripción CD43 participa en la prevención de este estado de no-respuesta o anergia.  

Los experimentos que se realizaron para este trabajo estuvieron enfocados a estudiar 1) si 

las señales de CD43 reclutan al factor de transcripcion CREB, evaluando la fosforilación  

del factor de transcripcion CREB en linfocitos T humanos activados a traves del TCR y/o 

CD43, y 2) en un modelo de anergia inducido por ionomicina. 

 



 
 
 
 
 
 

2. Hipótesis 

Las señales co-estimuladoras de CD43 modulan la activación de células T para prevenir 

anergia. 

 

 

 

3. Objetivo  

 

3.1 Objetivo General: 

Determinar si las señales de CD43 previenen un estado de anergia a través de activar a 

CREB y ERK. 

 

 

 3.2 Objetivos Particulares 

 

 Demostrar si las señales de CD43 inducen la fosforilación de CREB como 

mecanismo que inhibe la inducción de anergia. 

 Establecer un modelo de anergia en células Jurkat. 

 Determinar si las señales de CD43 previenen o rescatan un estado de anergia, a 

nivel de ERK. 
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4. METODOLOGÍA 
 

4.1 Anticuerpos 

La activación de linfocitos T y de células Jurkat fue a través de L10, un anticuerpo 

monoclonal (IgG1) murino que reconoce a CD43, en particular un epitope ácido siálico-

independiente del extremo amino-terminal de esta proteína (Remold-O´Donell et al., 1986) 

y el anticuerpo OKT3 (IgG2) que reconoce a la molécula CD3� del TCR (Hoffman et al., 

1980). Se usaron anticuerpos anti-IgG1 o anti-IgG2 de ratón (RaMIg) como anticuerpos 

entrecruzadores. Se utilizaron los anticuerpos anti-fosfo-CREB (Ser133 y Ser129), 

anti-CREB, anti-fosfo-ERK, anti-ERK2, anti-SP1, de Santa Cruz Biotechnology.  

  

4.2 Aislamiento y purificación de linfocitos T de sangre periférica. 

Los linfocitos T humanos fueron purificados a partir de concentrados leucocitarios 

provenientes de donadores sanos (proporcionados por el banco de sangre del Hospital 

Regional del IMSS, Cuernavaca) por centrifugación diferencial mediante gradiente de 

Ficoll-Hypaque (Julius et al., 1973). Se adicionaron 3ml de Ficoll-Hypaque por cada 10ml 

de sangre previamente diluida 1:1 con PBS 1X (del inglés “Phosphate-Buffered Saline”, 

NaCl 137mM, KCl 2.7mM, Na2HPO4 4.3mM, KH2PO4 1.4mM, pH 7.3) y se centrifugaron 

por 30 minutos a 600g.  Las células mononucleares recuperadas del gradiente se lavaron 

tres veces con PBS y se resuspendieron en RPMI 1640 suplementado con SFB (suero fetal 

bovino) 10% (v/v), 2mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina, 100μg/ml estreptomicina, 

50μM de β-mercaptoetanol) y se plaquearon en cajas de Petri (grado cultivo) a una 

concentración de 1x107/ml, incubándose toda la noche a 37ºC en una atmósfera con 5% de 

CO2. Las células no adherentes (principalmente linfocitos T y B), fueron sometidas a 

selección negativa en donde se eliminan las células que no sean LT, con el Kit Pan T 

CellIsolationKit II (human) de MiltenyBiotec. Para ello, se recuperaron y adicionaron 

anticuerpos monoclonales conjugados con biotina anti-CD14, -CD16, -CD19, -CD36, -D56 

y -CD123, los cuales son marcadores de linfocitos B, NK, células dendríticas, monocitos, 

granulocitos y eritrocitos respectivamente y se dejaron en agitación suave por 30 minutos a 

4ºC, se centrifugaron por 10 minutos a 550g, se re-suspendió con medio RPMI 

suplementado y la solución se agrega a perlas magnéticas que están recubiertas con 
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estreptavidina. Por último, esta solución es sometida a un campo magnético en donde se 

retienen aquellas células acopladas con los anticuerpos primarios y secundarios y se eluyen 

aquellas que no fueron reconocidas por los anticuerpos. La pureza de las células obtenidas 

fue evaluada por citometría de flujo (OKT3+  y CD43+: > 90%) (Fig. 7). 

 

 

Figura 7. Purificación de Linfocitos T. Linfocitos T humanos purificados a partir de 
concentrados leucocitarios provenientes de donadores sanos (proporcionados por el banco de 
sangre del Hospital Regional del IMSS, Cuernavaca) por centrifugación diferencial mediante 
gradiente de Ficoll-Hypaque y purificadas por la técnica MiltenyBiotec. Se determinó la 
pureza de las células por tinción con anticuerpos anti-OKT3, anti-L10 y 
anticuerpo secundario anti-Ramig Alexa 488. 

 

 

4.3 Líneas celulares 

Las células Jurkat fueron mantenidas en medio RPMI 1640 suplementado con 10%  SFB, 

2mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina, 100μg/ml estreptomicina. Antes de utilizar, las 

células Jurkat se incubaron toda la noche en medio RPMI 1640 sin SFB con 2mM L-

glutamina, 100 U/ml penicilina, 100μg/ml estreptomicina y 50 μM de β-mercaptoetanol a 

37ºC en una atmósfera,  5% de CO2 para disminuir los niveles de activación.  

 

4.4 Inducción de anergia. 

Los linfocitos T humanos y las células Jurkat fueron resuspendidas en RPMI 1640 

suplementado al 10% con SFB a una concentración de 1x106/ml células y se les  agregó el 

ionoforo ionomicina a una concentración final de 0.5μM, posteriormente se incubó por 18 

hrs a 37ºC con una atmósfera de CO2 al 5%.  Después del tiempo de incubación las células 

se lavaron tres veces con PBS (Howe, et al., 2003). 
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4.5 Estimulación celular. 

Los linfocitos T humanos o las células Jurkat (10x106, 5x106 células respectivamente) 

fueron resuspendidos en tubos eppendorf con 250 μl de RPMI 1640 (2%SFB, 0%SFB 

respectivamente) e incubados con los anticuerpos L10  (4μg/ml) y/o OKT3 (4μg/ml) por 15 

minutos a 4ºC, posteriormente se adicionó el anticuerpo entrecruzador RaMIg (4 μg/ml) y 

se incubaron las células a 37ºC en baño maría por los tiempos indicados en resultados.  

Como control positivo se incluyeron células estimuladas con PMA (20ng/ml)/Ionomicina 

(1μg/ml) o estimuladas con OKT3 (1μg/ml) y CD28 (1μg/ml).  

 

4.6 Obtención de extractos totales 

Al término de la activación, para detener la reacción se adicionaron a las células 500μl de 

PBS frío, se centrifugó en tubos eppendorf por 15 segundos a 10, 000 g y se desechó el 

sobrenadante.  Al pellet se le adicionaron 50μl de solución de lisis (Hepes 25mM pH 7.5, 

MgCl2 1.5mM, NaCl 250mM, EDTA 0.2mM, Tritón X-100 0.5%) suplementado con 

inhibidores de proteasas y fosfatasas (antipaína 50μg/ml, PMSF 1mM, aprotinina 10μg/ml, 

leupeptina 1μg/ml, pepstatina A 10μg/ml, βGP 10mM, NAF 10mM, Na3VO4 200mM, DTT 

0.5mM). Las muestras se agitaron vigorosamente por 5 segundos y se incubaron durante 15 

minutos a 4°C, se centrifugaron a 10410g durante 10 minutos a 4°C y se colectaron los 

sobrenadantes para su uso. 

  

4.7 Obtención de extractos nucleares. 

Al término de la activación, para detener la reacción se adicionaron a las células 500μl de 

solución hipotónica fría sin inhibidores (20mM HEPES pH7.9, 1mM EDTA, 1mM EGTA), 

se centrifugó en tubos eppendorf por 15 segundos a 10000g y se desechó el sobrenadante. 

Al pellet se le adicionaron 200μl de solución hipotónica (HEPES 20mM pH7.9, EDTA 

1mM, EGTA 1mM) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (PMSF 

0.5mM, aprotinina 10μg/ml, leupeptina 10μg/ml, pepstatina A 10μg/ml, βGP 40mM, NAF 

20mM, Na3VO4 1mM, Na2MoO4 0.25mM, Na4P2O7 1mM, DTT 1mM). Las muestras se 

incubaron durante 15 minutos a 4°C;  a los 7.5 minutos se adicionó NP-40 0.5% y se dejó 

terminar los 15minutos, se centrifugaron a 400g por 7 minutos, se recuperaron los 
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sobrenadantes con los lisados de citoplasma y al pellet se le adicionó 50μl de solución 

hipertónica (HEPES 20mM pH7.9, EDTA 1mM, EGTA 1mM, glicerol 20%, NaCl 0.4M) 

con inhibidores de proteasas y fosfatasas (PMSF 0.5mM, aprotinina 10μg/ml, leupeptina 

10μg/ml, pepstatina A 10μg/ml, βGP 40mM, NAF 20mM, Na3VO4 1mM, Na2MoO4 

0.25mM, Na4P2O7 1mM, DTT 1mM).  Las muestras se agitaron vigorosamente por 1 hora 

a 4ºC y se centrifugaron a 10000g durante 20 minutos a 4°C y se colectaron los 

sobrenadantes para su uso (Sadowski, H. B.). 

 

4.8 Inmunoblot. 

La concentración de proteína de los extractos nucleares o totales fue determinada por el 

método de Bradford (Bradford, 1976).  15μg de proteínas nucleares o 40 μg de proteínas 

totales se resolvieron por SDS-PAGE al 8%.  En algunos casos se corrieron equivalentes 

celulares. La proteínas se transfirieron a membranas de immobilon-P previamente 

humedecidas en metanol y enjuagadas con agua, o alternativamente membranas de 

nitrocelulosa de 0.22μm previamente humedecidas en solución amortiguadora de 

transferencia (Tris/HCl 0.025 M, glicina 0.192 M y 20% metanol), a 100 volts por 1.5 

horas. Las membranas se bloquearon durante una hora a temperatura ambiente con una 

solución de leche descremada al 5% en TBS-T (Tris/HCl 10 mM pH 7.5, NaCl 150 mM y 

0.05% Tween 20) ó con albumina de suero bovino (del inglés BSA) al 5% en TBS-T.  

Posteriormente las membranas se incubaron con los anticuerpos correspondientes: anti-

fosfo-CREB (dilución 1:2000)  en BSA al 3% en TBS-T; anti-CREB (dilución 1:2000) en 

leche descremada al 5% en TBS-T. Las membranas se incubaron con el anticuerpo primario 

por 90 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar la membrana 4 veces con TBS-T, 

cinco minutos cada vez, se agregó el anticuerpo secundario adecuado acoplado a HRP 

(dilución 1:4000) en leche descremada al 5% en TBS-T ó en BSA al 3% en TBS-T.  

Finalmente se lavó la membrana cuatro veces con TBS-T, 5 minutos cada vez y se reveló 

por el método de quimioluminiscencia, siguiendo las instrucciones del fabricante (Western 

Lightning-ECL de Perkin-Elmer). 
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4.9 Análisis de proteínas fosforiladas en una sola célula por citómetro de flujo 

(Phosflow): 

Después de estimular las células, se lavaron y se resuspendieron en solucion de FACS (PBS 

1X, NaN3 0.026% y SFB 2%, pH 7.4) buffer y se les adicionó paraformaldehido (PFA) a 

una concentración final de 1.5%, se incubó a temperatura ambiente por 10 minutos, se 

lavaron y resuspendieron en un mililitro de metanol a 4°C y se incubaron por 20 minutos, 

se lavaron 3 veces con 3 ml de solución de FACS y se incubaron con 1ug/ml del anticuerpo 

anti-p-CREB S133 por 30 minutos a 4°C, después se lavaron 3 veces con 3 ml de solución 

de FACS y posteriormente se incubaron por 30 minutos a 4°C en obscuridad con el 

anticuerpo secundario anti-conejo acoplado al fluoroforo Alexa 488 diluido en FACS 

buffer en relación 1:1600, se lavaron 3 veces con 3 ml de solución de FACS y finalmente se 

resuspendieron en 500ul de solución de solución de FACS para su análisis por citometría 

de flujo. 
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5. Resultados 

 

5.1  Determinar si las señales de CD43 inducen la fosforilación de CREB. 

5.1.1 Las señales de CD43 favorecen la fosforilación de CREB. 

Las moléculas accesorias juegan un papel fundamental en la activación del linfocito T ya 

que regulan positivamente las señales del TCR, controlando los niveles de activación de los 

linfocitos T.  En ausencia de las señales proporcionadas por las distintas moléculas co-

estimuladoras, los linfocitos T alcanzan un estado de menor respuesta funcional, tambien 

llamado estado de “anergia” (revisado en O´shea & Nutman, 2001; Borde, et al., 2006; 

Kersh, 2007).  Se sabe que la co-estimulación con CD28 incrementa la producción de IL-2 

al mejorar la transcripción del gen de IL-2, esto a través de activar y reclutar al promotor 

diferentes factores de transcripción como NFAT, AP-1, NFkB y CREB (revisado en 

Crispín & Tsokos, 2009; Solomou, et al., 2001).  CD43 es una molecula co-receptora de 

linfocitos T, cuyas señales con independientes a las señales de CD28 (Sperling, et al., 

1995).  Evidencias bioquímicas han demostrado que la proteína transmembranal CD43, 

como CD28, amplifica las señales del TCR y refuerza el reclutamiento los factores de 

transcripción NFAT, AP-1 y NFkB al promotor de interleucina 2 (Santana, et al., 2000; Del 

Rio, et al., 2004).  Sin embargo, se desconoce si las señales de CD43 pueden también 

inducir la fosforilación de CREB. 

En un primer tiempo, para evaluar si las señales de CD43 inducen la fosforilación de 

CREB, se estimularon células Jurkat a través del TCR, CD43, TCR/CD43, TCR/CD28 o 

CD28 por 15 minutos a 37 °C, después de lo cual se midió por inmunoblot la fosforilación 

de CREB en la serina 133 a partir de lisados totales de las células.  Esta serina promueve la 

asociación de CREB con CBP/P300 que posteriormente recluta RNApolII e inicia la 

transcripción del gen de IL-2 (revisado en Tenbrock, et al., 2003; Tenbrock, et al., 2006).   

Las células se estimularon por 15 minutos, en base a resultados previos del laboratorio en 

los que las señales conjuntas del TCR y CD43 a nivel de ERK1/2 son más evidentes a ese 

tiempo (Fierro 2006, Pedraza-Alva, et al., 2011).  Como se puede observar, las señales del 

TCR o de CD43 solas son suficientes pora inducir la fosforilación de CREB, siendo esta 

mayor en respuesta a las señales del TCR que a las de CD43. Sin embargo, cuando las 
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señales del TCR se combinan con las de CD43, hay un sinergismo entre las señales de las 

dos moléculas y los niveles de fosforilación de CREB son mayores que para cada uno de 

los estímulos aislados.  No obstante, el mayor nivel de fosforilación de CREB se obtiene 

cuando las células son estimuladas a través de CD28 y el TCR, aunque es notorio el hecho 

que, a diferencia de las señales de CD43, las señales de CD28 solas no inducen la 

fosforilación de CREB (Fig. 8A, panel superior).  

Como control de activación de las células, evaluamos la fosforilación de las MAPKs 

ERK 1/2.  Conforme a los datos previamente publicados (Pedraza-Alva, et al., 1998, Fierro, 

et al., 2006), encontramos que si bien a los 15 minutos de activación las señales de CD43 

inducen solo un ligero incremento en la fosforilación de ERK en células Jurkat, cuando las 

señales de CD43 se combinan con las del TCR, se observa una fosforilación de ERK tan 

intensa como cuando las células son estimuladas a través del TCR/CD28 (Fig.8A panel 

inferior). 

Por otro lado, en linfocitos T aislados de sangre periférica de donadores de banco de 

sangre, se observó que las señales conjuntas de CD43 y TCR inducen también la 

fosforilación de CREB en la S133, aunque no en un mayor nivel que el solo estímulo de 

TCR, comparado con linfocitos T sin estimular (Fig. 8B).  En un ensayo paralelo con 

linfocitos T normales, en los que se evaluó la fosforilación de CREB en la serina 133 por 

citometría de flujo (Fig. 8C), se encontró que la fosofrilacion de CREB en la serina 133 

aumenta tambien en respuesta a las señales del TCR, CD43, y que es mayor cuando las 

señales del TCR se combinan con las de CD43 o CD28.  

 

En conjunto, estos resultados muestran que las señales de CD43 son capaces de inducir la 

fosforilacion de CREB, y que cuando se combinan con las señales del TCR hay un efecto 

sinérgico. 
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Figura 8. Las señales conjuntas de TCR y CD43 incrementan la fosforilación de CREB y 
ERK. A) Células Jurkat arrestadas toda la noche en medio RPMI sin SFB se estimularon a través 
de TCR (OKT3 4μg/ml) y/o CD43 (L10 4μg/ml) o CD28 (0.5μg/ml) durante 15 minutos. Se  
lisaron las células y se evaluó la fosforilación de CREB en la serina 133 y de ERK mediante 
inmunoblot. B) Linfocitos T incubados toda la noche en medio RPMI 2% SFB se estimularon a 
través de TCR (OKT3) y/o CD43 (L10) durante 15 minutos. Se evaluó la fosforilación de CREB 
en la serina 133 mediante inmunoblot, sobre lisados totales. Como control de carga se usó CREB. 
Los resultados mostrados son una muestra representativa de tres experimentos independientes. C) 
Linfocitos T incubados toda la noche en medio RPMI 2% SFB se estimularon a través de TCR 
(OKT3) y/o CD43 (L10) durante 15 minutos. Las células se fijaron y permeabilizaron y se evaluó 
la fosforilación de CREB en la serina 133 según el protocolo de Single-Cell Phospho-Protein 
Analysis by Flow Cytometry. Como controles  de tinción se usaron células teñidas para la histona 
H3 y únicamente con anticuerpo secundario anti-Rabbit-alexa 488. 

 

 

5.1.2 CD43 incrementa la fosforilación de CREB en concentraciones sub-óptimas de 
OKT3. 

La calidad, cantidad y tiempo de la señal es importante para la respuesta funcional de un 

linfocito T ya que existe evidencia de que, cuando un linfocito T es estimulado en 

condiciones fisiológicas de TCR (bajas concentraciones) y a través de CD28 en 

concentraciones óptimas, el aumento en la respuesta del linfocito T se incrementa en dos 
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grados de magnitud o más (revisado en Crispin & Tsokos, 2009; Acuto & Michel, 2003; 

Borde, et al., 2006).  De igual forma, en le laboratorio se ha demostrado que linfocitos T 

estimulados con concentraciones sub-óptimas de TCR y óptimas de CD43 presentan una 

mayor fosforilación de la cinasa ERK, así como mayor unión de los factores de 

transcripción AP-1 y NFAT al promotor de IL-2, en comparación con linfocitos T 

estimulados a través de TCR y CD43 en concentraciones óptimas (Santana, et al., 2000; 

Pedraza-Alva, et al., 2011). 

En base a estos antecedentes, evaluamos la fosforilación de CREB en la serina 133 en 

linfocitos T expuestos durante 15 minutos a distintas concentraciones del anticuerpo 

OKT3 (anti-TCR) solo o en combinación con concentraciones saturantes del anticuerpo 

anti-CD43 (anti-L10).  Los resultados obtenidos indican que, las señales del TCR inducen 

la fosforilación de CREB de una manera dosis-dependiente. Cuando las señales del TCR 

se combinan con las de CD43, hay un sinergismo a nivel de la fosforilación de CREB 

entre las señales de CD43 y las de TCR cuando las células son activadas con cantidades 

menores del anticuerpo OKT3. No obstante, este sinergismo parece perderse en cuanto 

aumentan la intensidad de las señales del TCR (Fig. 9), y es consistente con los datos 

mostrados en la figura anterior. 

Estos resultados demuestran que, cuando se activa un pequeño numero de moléculas del 

TCR (OKT3 0.1ug/ml), y lo cual se considera mas cercano a las condiciones fisiológicas 

de activación de un linfocito T,  las señales de CD43 son capaces de incrementar la 

fosforilación de CREB en la serina 133 comparado con el solo estímulo de OKT3, 

demostrando la función de CD43 como molécula accesoria para reforzar e incrementar las 

señales del TCR, mejorando la respuesta funcional del linfocito T.  Sin embargo, cuando 

el numero de moléculas del TCR comprometidas es elevado (concentraciones de OKT3 > 

500 ng/ml), lo cual podría semejar una condición anergizante, las señales de CD43 no 

incrementan la fosforilación de CREB, sino mas bien la disminuyen ligeramente.  Estos 

resultados sugieren un papel dual de CD43, que favorece positvamente o negativamente la 

fosforilación de CREB dependiendo del número de TCRs involucrados. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Las señales de CD43 favorecen el incremento en la fosforilación de CREB 
cuando las células son estimuladas con concentraciones sub-óptimas de OKT3.  Linfocitos 
T arrestados toda la noche en medio RPMI 2% SFB se estimularon a través de TCR (OKT3) y/o 
CD43 (L10) a las concentraciones indicadas durante 15 minutos. Se obtuvieron los extractos 
totales y se evaluó la fosforilación de CREB en la serina 133 mediante inmunoblot. Como 
control de carga se usó CREB. 

 

 

5.1.3  El solo estímulo de CD43 fosforila a CREB en la serina 133 y 129. 

La fosforilación de proteínas es una de las modificaciones post-traduccionales más 

frecuente en las células eucariotas y se ha postulado que ocurren en una forma jerárquica; 

en este proceso  participan cinasas “primarias” que brindan las condiciones estéricas 

necesarias para el efecto de una cinasa “secundaria” (Fiol, et al., 1994; Roach, 1991; fiol, et 

al., 1990).  En un principio, se pensaba que la fosforilación de CREB en la serina 133 por 

PKA era necesaria y suficiente para la actividad transcripcional inducida por AMPc.  

Después, se demostró que la fosforilación de CREB en la S-133 por PKA genera  un sitio 

de fosforilación en la S-129 de CREB por GSK-3, lo que incrementa la estabilidad y la 

función de CREB en la transcripción de genes blanco de AMPc (Fiol, et al., 1994; Tyson, 

et al., 2002).  Para investigar la posibilidad de que las señales de CD43 además de fosforilar 

a CREB en la S-133 (Fig. 8) pudieran hacerlo en la S-129, se estimularon linfocitos T a 

través de diferentes estímulos por 10 min, después de lo cual se obtuvieron los extractos 

nucleares y se evaluó la fosforilación de CREB en la serina 133 y 129 por inmunoblot, con 

 
 

35



 
 

36

anticuerpos que reconocen específicamente a cada una de estas serinas fosforiladas.  

Como control de purificación de la técnica de obtención de núcleos se evaluó la presencia 

de SP1, un factor de transcripción que se encuentra constitutivamente en el núcleo, en la 

fracción nuclear y de CD43, en la fracción citoplásmica (Tan & Khachigian, 2009; 

Parkman, et al., 1981). Los resultados obtenidos mostraron que, conforme a lo reportado, 

CREB se fosoforila en la serina 133 en respuesta a las señales del TCR (Gupta & Terhorst, 

1994; Muthusamy & Leiden, 1998; Solomou, et al., 2001; Grady, et al., 2004; Kaiser, et al., 

2007), y conforme a los resultados que mostramos en las figuras anteriores, en respuesta a a 

las señales  de CD43, TCR/CD43 y CD28/TCR (Fig. 10A). 

De manera interesante, encontramos que CREB tambien se fosforila en la serina 129 (Fig. 

10B) en respuesta a las señales de CD43, el TCR y TCR/CD43, pero no en respuesta a las 

señales de TCR/CD28 ni de PMA/IONO (Fig. 10B), lo que apunta a que la fosforilacion de 

esta serina no depende de PKC o Ca2+. Se observaron niveles protéicos similares de CD43 

y SP1 respectivamente. 

 

En conjunto, los resultados muestran que la señal de CD43 a los 10 minutos es suficiente 

para inducir la fosforilación de CREB en la S133 y en la serina 129. Asi mismo, mostramos 

que las funciones co-estimuladoras de CD43 sobre las señales del TCR son mas conspicuas 

cunado el numero de moleculas del TCR involucrado en la respuesta celular es pequeño, y 

que conforme este aumenta, la sinergia entre las señales del TCR y de CD43 tiende a 

perderse. 



 

 
 

A)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B)  
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10. Las señales coestimuladoras de CD43 fosforilan CREB en la serina 133 y 
129. Linfocitos T arrestados toda la noche en medio RPMI 2% SFB se estimularon a través 
de TCR (OKT3) y/o CD43 (L10), CD28 o bien con PMA (20ng/ml)/Iono (1ug/ml) durante 
10 minutos. Se obtuvieron los extractos nucleares y citoplasmáticos y se evaluó la 
fosforilación de CREB en la serina 133 y 129 mediante inmunoblot con anticuerpos que 
reconocen específicamente estas serinas fosforiladas. Como controles de carga se usó CD43, 
SP1 y CREB. 

 
 
 
5.2 Establecer un  modelo de anergia en células Jurkat. 

Si bien los resultados mostrados en las figuras anteriores indican que las señales de CD43 

inducen la fosforilación de CREB, quisimos montar un modelo experimental en el que 

pudiéramos valorar la capacidad de CD43 de complementar las señales del TCR.  Para ello, 

nos orientamos hacia un modelo de anergia, con la idea de evaluar si las señales de CD43 

serian suficientes para rescatar o prevenir el establecimiento de un estado de anergia. 

Lo primero fue estandarizar el modelo de anergia con ionomicina en células Jurkat (Howe, 

et al., 2003). En este modelo, las altas concentraciones de ionomicina inducen flujos 

constantes de calcio que se traducen por una actividad incrementada de calcineurina, y 
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mayor translocación al núcleo de distintos miembros de la familia de NFAT, en particular 

NFAT1. En ausencia de AP1, NFAT induce un programa genético que conduce a los 

linfocitos al estado de anergia.  En particular, las señales sostenidas de calcio dan lugar a 

fuertes incrementos en los niveles de RNA y de proteínas de ubiquitin ligasas tales como 

Itch, CblB y Grail que participan en la degradación de proteínas clave de la señalización 

que lleva a activación de linfocitos T: PKC� y PLC�1, siendo el efecto principal la 

inestabilidad de la sinapsis inmunológica. (Heissmeyer, et al., 2005).  En este modelo no se 

ha probado la participación de CREB. 

Se ha reportado que una disminución en la fosforilación de ERK, en respuesta a las señales 

de TCR en ausencia de moléculas co-estimuladoras o en respuesta a flujos de calcio por la 

adición de ionomicina, correlaciona con la inducción de anergia, y que el estado de anergia 

es solo revertido por el estímulo con PMA, el cual induce una fuerte activación de ERK 

(Howe, et al., 2003). Para estandarizar la técnica, las células Jurkat se incubaron por 16, 18 

ó 24 horas con ionomicina a diferentes concentraciones (0.5μM ó 1μM) y posteriormente se 

estimularon a través de PMA por 5, 10, 15 ó 30 minutos, después de lo cual se obtuvieron 

los extractos totales y se evaluaron los niveles de fosforilación de ERK por inmunoblot.  En 

base a los resultados obtenidos, establecimos que la mejor condición para la inducción de 

anergia medida por la disminución de la fosforilación de ERK, es ionomicina 0.5 μM 

durante 18 hrs y posteriormente activación por 15 minutos con PMA.    

El siguiente paso fue evaluar la capacidad de CD43 de inferir sobre el establecimiento del 

estado de anergia en células Jurkat, para lo cual las células se estimularon en presencia o 

ausencia de ionomicina 0.5 uM por 18 hrs (Fig. 11), después de lo cual fueron sometidas al 

estimulo de PMA, TCR, CD43 o TCR/CD43 por 15 minutos, y se evaluó la fosforilación 

de ERK por inmunoblot a partir de los lisados totales de las células. Los resultados indican 

que, en células Jurkat tratadas con ionomicina, no se detecta pERK, y que la fosforilación 

de ERK no se recupera en células estimuladas a través de TCR o CD43.  No obstante el 

estímulo conjunto de CD43/TCR en células tratadas con ionomicina induce un ligero 

incremento en los niveles de fosforilación de ERK comparado con las células que solo 

fueron tratadas con ionomicina o bien ionomicina y activadas con el TCR o CD43 de 

manera individual.  La fosforilación de ERK se recuperó al estimular con PMA en las 

células tratadas con ionomicina.  Al comparar las células tratadas con ionomicina contra las 
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no tratadas observamos que, las células tratadas con ionomicina mostraron una 

fosforilación de ERK menor comparadas con las células sin ionomicina independiente de 

los estímulos recibidos.  

En conjunto, estos resultados muestran que se lograron establecer las condiciones 

necesarias para inducir un estado de anergia en células Jurkat.  

 

 

 

Figura 11. Las señales de TCR y/o CD43 no rescatan la pérdida de la fosforilación de 
ERK observada en células anergicas por el modelo de ionomicina. Células Jurkat 
arrestadas toda la noche en medio RPMI sin SFB se indujeron a anergia adicionando 0.5μM 
de ionomicina por 18 Hrs a una atmosfera de 5% de CO2 y 37ºC en RPMI10%, después se 
estimularon a través de TCR (OKT3) y/o CD43 (L10) durante 15 minutos. Se obtuvieron los 
extractos totales y se evaluó la fosforilación de ERK mediante inmunoblot. Los resultados 
mostrados son una muestra representativa de tres experimentos independientes. 

 

 

5.3 Determinar si las señales de CD43 previenen o rescatan un estado de anergia. 

El hecho de que CD43 activa cascadas de señalización que inducen la producción de IL-2, 

sugiere que CD43 es una molécula que  previene el estado de anergia (Fierro et al., 2006).  

Una vez montado el modelo de anergia en células Jurkat, nos preguntamos si las señales de 

CD43 pueden prevenir las señales anergizantes inducidas por  ionomicina. Para esto, las 

células se incubaron en presencia de ionomicina y anticuerpos anti-CD43 [o con 

inmunoglobulinas de ratón de la misma subclase (IgG1) como control de isotipo] por 18 

hrs. Posteriormente las células se lavaron para quitar el exceso de ionomicina y se 

estimularon a través  del TCR durante 15 minutos; los niveles de fosforilación de ERK se 

evaluaron por inmunoblot a partir de los extractos totales.  

De manera interesante encontramos que si las señales de CD43 se aplican al mismo tiempo 
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que las de ionomicina por 18 hrs, y las células son activadas posteriormente a través del 

TCR, los niveles de pERK son comparables a los de células solo activadas con CD43 y 

luego por el TCR, y sin ionomicina y mucho mas que cuando las células solo son 

estimuladas a través del TCR, con y sin ionomicina.  El rescate en la fosforilación de ERK 

observado por el estímulo con CD43 por 18 hrs es efecto de las señales de CD43 ya que 

cuando se incubó con el control de isotipo los niveles de fosforilación de ERK son muy 

similares a las células incubadas con ionomicina y  activadas a través de TCR (Fig. 12), 

sugiriendo que las señales mediadas por CD43 restauran las condiciones para una elevada 

fosforilación de ERK y que son bloqueadas por las señales de ionomicina. 

Además, estos resultados arrojan otro dato importante, cuando las células Jurkat son 

incubadas con anticuerpo anti-CD43 por 18 hrs. en ausencia de ionomicina, y son  

posteriormente, activadas a través del TCR, presentan niveles de fosforilación de ERK 

considerablemente elevados, comparados con las células activadas a través de solo TCR, de 

esta manera, cuando las señales de CD43 anteceden a las del TCR, estas inducen una 

fosforilación incrementada de ERK, lo que proporciona evidencia de que las señales de 

CD43 participan de manera importante en incrementar las señales del TCR para aumentar 

la respuesta funcional del linfocito T (Fig. 12). 

 

En conjunto, estos resultados sugieren que las señales de CD43 pueden prevenir la 

inducción de un estado de anergia al rescatar los niveles de fosforilación de ERK. Además, 

sugiere que las señales de CD43 pueden potenciar la respuesta de las células Jurkat si son 

recibidas antes de que se estimulen para el TCR. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12.  Las señales de CD43 durante la inducción de anergia por ionomicina en 
células Jurkat previene la perdida de la fosforilación de ERK. Células Jurkat arrestadas 
toda la noche en medio RPMI sin SFB se indujeron a anergia adicionando 0.5 uM de 
ionomicina por 18 hrs. a una atmosfera de 5% de CO2 y 37ºC en RPMI 10% SFB, 
simultáneamente se estimuló para CD43; después de las 18 hrs. las células se activaron a 
través de TCR (OKT3) durante 15 minutos. Se obtuvieron los extractos totales y se evaluó la 
fosforilación de ERK mediante inmunoblot. Los resultados mostrados son una muestra 
representativa de tres experimentos independientes. 

 
 

 
 

41



6. Discusión y Conclusión 

 

La activación de linfocitos T requiere de señales conjuntas del TCR y moléculas co-

estimuladoras (revisado en Kersh, 2007).  CD43 es una glicoproteína transmembranal con 

un dominio extracelular alargado, a través del cual se ha propouesto que la célula podría 

establecer las primeras interacciones con las APC y que por tanto modula la respuesta del 

linfocitos T (revisado en Bravo-Adame, et al., 2012).  Se ha demostrado que, la activación a 

través de CD43 y TCR, a diferencia de la activación a través del TCR solo, promueve la 

proliferación celular al inducir un incremento en la transcripción del gen de IL-2 (Fierro, et 

al., 2006).  La transcripción del gen de IL-2 requiere de la activación de diversos factores 

de transcripción como NFAT, AP-1, NFkB y CREB, los cuales se han demostrado se 

activan a través de CD28 y TCR (Crispín & Tsokos, 2009). Las señales de CD43 inducen 

la activación de los factores de transcripción NFAT, AP-1 y NFkB (Santana, et al., 2000); 

sin embargo, se desconoce si las señales de CD43 activan al factor de transcripción CREB. 

 

6.1 CD43 induce la fosforilación de CREB en S-133 y S-129. 

CREB es un factor de transcripción indispensable para la transcripción del gen de IL-2. El 

nivel de fosforilación de CREB para inducir su activación en la transcripción de genes aun 

es controversial, ya que primero se determinó que la fosforilación en la S133 de CREB por 

PKA es esencial y suficiente para inducir la transcripción de genes (Gonzalez & Montminy, 

1989). Sin embargo, otros estudios demostraron que la fosforilación de CREB S133 por 

PKA no es suficiente para su activación, pues la deleción de la serina 129, considerada 

como un sitio de fosforilación secundario de CREB, afectó la actividad transcripcional de 

CREB (Fiol, et al., 1994).  De tal modo que se ha propuesto que la fosforilación de la S133 

por PKA causa un cambio conformacional en CREB permitiendo que la cinasa GSK-3 

fosforile a CREB en la serina 129, induciendo una activación “completa” de CREB 

(revisado en Montminy, 1997). En linfocitos T, la fosforilación completa de CREB 

resultante de un estimulo conjunto del TCR y CD28 permite el reclutamiento de CBP/p300, 

p300 acetila la histona dejando a la cromatina en un estado de eucromatina y permitiendo el 

reclutamiento y asociación de RNApolII con CBP y mejorando la transcripción del gen de 

IL-2 (revisado en Mayr & Montminy, 2001, Tenbrock, et al., 2003; Tenbrock, et al., 2006).  
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Si bien existen evidencias de que las señales de CD43 son capaces de activar diversos 

factores de transcripción como NFAT, AP-1, NFkB (Santana, et al., 2000), no existían 

evidencias de si las señales de CD43 eran capaces de inducir la fosforilación de CREB. 

Aquí demostramos que las señales de CD43 por si solas inducen la fosforilación del factor 

de transcripción CREB  en las serinas 133 y 129, y sugiere que en conjunto con los demás 

factores de transcripción activados también por las señales de CD43, podrían mejorar la 

transcripción del gen de IL-2.  

Además, los resultados obtenidos muestran que las señales de CD43 en conjunto con las del 

TCR sinergizan para incrementar la fosforilación de CREB en ambas serinas tanto la 133 

como la 129 comparado con la fosforilación inducida por el estimulo de CD43 o TCR solo, 

lo que pone en evidencia el papel de CD43 como una molécula co-estimuladora y que 

sinergiza con las señales del TCR al inducir una activación completa de CREB. Este efecto 

de CD43 como molécula co-estimuladora ha sido reportado anteriormente, ya que la 

activación a través de CD43 y TCR incrementa (comparado con células activadas a través 

de TCR solo) la fosforilación de ERK lo cual activa a los factores de transcripción AP-1 y 

NFkB, induciendo la expresión de IL-2 y aumentando la proliferación, indicando un estado 

de mayor activación del linfocito T (Pedraza-Alva, et al., 1998; Fierro, et al., 2006; 

Pedraza-Alva, et al., 2011). Nuestros resultados demuestran que CD43 participa en 

incrementar la activación de las células T al aumentar la fosforilación de ERK cuando se 

estimulan a través de CD43 y TCR. 

En conjunto, estos resultados muestran que las señales de CD43 solas o en combinación 

con las del TCR inducen la fosforilación de CREB tanto en la S133 como en la S129.  Las 

señales de CD43 sinergizan con las del TCR y pueden integrar diversas vías de señalización 

para fosforilar a CREB en ambas serinas, induciendo activación completa de CREB. En 

base a la literatura, se podría proponer que CD43 activa a PKC ζ (Del Río, et al., 2004) y 

esta a su vez activa a la adenilato ciclasa (AC), la cual hidroliza al ATP en AMPc 

induciendo la activación de PKA lo que resulta en la fosforilación de CREB en la serina 

133, esto induciría un cambio conformacional dando lugar a la fosforilación de la S129, de 

la misma manera, PKA o PKC puede fosforilar a GSK-3 en la tirosina 216 lo que induce su 

activación (Peineau, et al., 2008) y posteriormente GSK-3 fosforila a CREB en la serina 

129.  Sin embargo, es importante remarcar que nuestros resultados son aun preliminares en 
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el sentido  de que no podemos discernir si las vías de señalización que llevan a la activación 

de CREB a partir de CD43 son las mismas que las del TCR, y tampoco realizamos 

experimentos que nos permitieran saber cuales son. Para ello, habremos de realizar 

experimentos adicionales con inhibidores específicos y/o mutantes de distintas moléculas 

intracelulares reportadas como participantes en la activación de CREB en células linfoides.   

 

 

6.2 CD43 incrementa la fosforilación de CREB en concentraciones sub-óptimas de TCR. 

Un aspecto importante en la activación de células T es el reconocimiento del ligando en la 

APC, que puede llevar a una respuesta inmunológica completa o entrar a un estado de 

menor respuesta funcional, dependiendo de la intensidad, cantidad y duración en que sea 

recibida la señal (Rubio, et al., 2010). Se ha demostrado que se requiere de la interacción de 

diez moléculas del TCR con su respectivo ligando para la formación de una estable sinapsis 

inmunológica, considerando así una condición fisiológica (revisado en Guy & Vignali, 

2009).  

De este modo, células estimuladas a través de TCR en concentraciones sub-óptimas y 

óptimas de CD28 incrementa la respuesta funcional del linfocito T hasta en 2 grados de 

magnitud (revisado en Acuto & Michel, 2003). Nuestros datos muestran que la intensidad 

de la fosforilación de CREB se incrementó considerablemente cuando las células se 

estimularon en concentraciones saturantes de CD43 y sub-óptimas de TCR. Este resultado 

es congruente con otros datos del laboratorio, en donde linfocitos T que se estimularon en 

concentraciones sub-óptimas de TCR y saturantes de CD43 (en comparación con 

concentraciones óptimas de TCR y CD43) presentaron una fosforilación mas intensa de la 

cinasa ERK así como un mayor reclutamiento de los factores de transcripción AP-1 y 

NFAT al promotor de IL-2 que las células que solo recibieron la misma estimulación a 

través del TCR, resultando en un incremento de la respuesta del linfocito T (Santana, et al., 

2000; Pedraza-Alva, et al., 2011). De manera interesante, cuando el numero de moléculas 

del TCR comprometidas es alto (concentraciones de OKT3 elevadas), lo cual podria 

semejar una condición anergizante, las señales de CD43 no incrementan la fosforilación de 

CREB, sino mas bien la disminuyen ligeramente. Alternativamente, se puede pensar que en 

condiciones de una elevada interacción de moléculas de TCR con su ligando, esta 
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interacción pudiera compensar en parte o totalmente las señales de CD43 y por tanto ya no 

es posible observar el efecto de la molécula co-estimuladora CD43 sobre la fosforilación de 

CREB; esto ha sido demostrado en un modelo cuantitativo donde, linfocitos T que se 

estimularon a través de concentraciones óptimas de TCR compensaron parcialmente o 

totalmente la carencia de co-estimulación a través de CD28 (Acuto & Michel, 2003). 

 En conjunto estos resultados demuestran que en condiciones fisiológicas las señales de 

CD43 incrementan y sinergizan con las señales del TCR, aumentando la fosforilación de 

CREB y que esto podría participar en aumentar la respuesta funcional del linfocito T al 

mejorar la transcripción de genes. 

 

 

6.3 CD43 previene la entrada a un menor estado de respuesta funcional. 

La anergia es un mecanismo de tolerancia periférica que resulta en un estado de menor 

respuesta funcional de los linfocitos T auto-reactivos para limitar la auto-inmunidad 

(Bandyopadhyay, Soto-Nieves & Macián, 2007).  Diferentes modelos se han descrito para 

inducir este estado de menor respuesta funcional, entre ellos el tratamiento con el ionoforo 

de calcio ionomicina. Estos modelos tienen en común la activación de la vía de 

señalización por calcio y una ausencia o menor activación de las otras vías de señalización, 

lo que induce la expresión de un conjunto de genes dependientes de calcio; mas aún, los 

experimentos realizados en presencia de ciclohexamina (inhibidor de síntesis de proteínas) 

no inducen anergia (Bandyopadhyay, Soto-Nieves & Macián, 2007; Srinivasan & 

Frauwirth, 2007), indicando que la síntesis de proteínas es necesaria para la inducción de 

anergia.  

La vía de señalización en células anérgicas aun no ha sido del todo descrita, sin embargo se 

sabe que el aumento de calcio activa a calmodulina, la cual activa a la fosfatasa 

calcineurina que defosforila a NFAT y permite su translocación al núcleo y en ausencia de 

otros factores de transcripción como AP-1, se permite la transcripción de genes como DGK 

la cual es una cinasa que inhibe la activación de Ras y por lo tanto la vía de ERK; también, 

se transcriben factores de transcripción como Egr2, Egr3, Ikaros y CREM que remodelan la 

cromatina a un estado menos accesible (heterocromatina) suprimiendo la transcripción del 

gen de IL-2 (Wells, 2009). 

 
 

45



En particular, en el modelo de anergia por ionomicina además de inducir la vía de 

señalización previamente descrita, no se activan otras vías de señalización ya que no hay 

moléculas de TCR ni co-estimuladoras que participen; en este modelo una pérdida o 

disminución en la fosforilación de ERK indica un estado de menor respuesta funcional del 

linfocito T (Baine, Abe & Macian, 2009).  Nuestros resultados demuestran que las células 

se indujeron a un estado de menor respuesta funcional debido a que la fosforilación de ERK 

se abatió cuando se trataron las células con ionomicina por 18 horas, lo cual concuerda con 

datos publicados anteriormente (Howe, et al., 2003). Por otro lado, Howe en su trabajo del 

2003 también demostró que las células pueden recuperar el nivel de fosforilación de ERK 

al ser estimuladas a través de PMA, siendo este un estimulo de rescate de anergia.  Con 

estos antecedentes, nosotros demostramos que cuando las células son inducidas a anergia y 

después estimuladas con PMA los niveles de fosforilación de ERK se recuperan, 

demostrando que el modelo de anergia se reprodujo exitosamente. 

La posibilidad de que las señales de CD43 prevengan el estado de anergia ha sido 

considerada anteriormente ya que las señales co-estimuladoras de CD43 activan cascadas 

de señalización que inducen la producción de IL-2, y que estas señales parecen prevenir el 

estado de anergia inducido por las señales del TCR (Fierro et al., 2006). Observamos que 

una vez que las células han sido inducidas a anergia con el modelo de ionomicina, el 

estimulo independiente a través de TCR o CD43, no es suficiente para recuperar los niveles 

de fosforilación de ERK resultantes de la inducción de anergia. Esto sugiere que una vez 

que se ha iniciado con el programa de anergia, las señales de CD43 o TCR no son capaces 

de contrarrestar este efecto. Esto podría deberse a que durante las 18hrs de inducción a 

anergia con ionomicina ya se expresaron proteínas que conducen al linfocito T a un estado 

de anergia el cual puede ser revertido únicamente por adición de IL-2 o PMA (Heissmeyer, 

et al., 2005).  

De manera interesante encontramos que si las células perciben las señales de CD43 al 

mismo tiempo que las de ionomicina durantes 18 hrs, en las células que se activan 

posteriormente a través del TCR, los niveles de pERK parecen restaurarse a niveles 

comparables de células que solo se activan con CD43 y luego por el TCR, y sin ionomicina. 

También parece importante recalcar que en estas células los niveles de p-ERK son mucho 

mas elevados que en las células estimuladas solo a través del TCR, con y sin ionomicina.  
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El rescate en la fosforilación de ERK observado por el estímulo con CD43 por 18 hrs es 

efecto de las señales de CD43 ya que cuando se incubó con el control de isotipo los niveles 

de fosforilación de ERK son muy similares a las células incubadas con ionomicina y  

activadas a través de TCR, sugiriendo que las señales mediadas por CD43 restauran vías de 

señalización que inciden sobre la intensidad (y probablemente duración) de la señal 

derivada de ERK, contrarrestando las señales energizantes de la ionomicina. Estos 

resultados son consistentes con antecedentes del laboratorio que muestran que cuando a las 

señales anergizantes del TCR anteceden las de CD43 por no más de 30 minutos, los LT 

presentan un incremento en la fosforilación de ERK1/2, son capaces de producir IL-2 y por 

lo tanto de proliferar (Fierro, et al., 2006). La duración e intensidad de la activación de 

ERK regula la proliferación y diferenciación del linfocito T al inducir la transcripción de 

genes (revisado en McKay & Morrison, 2007). Así, las señales de CD43 podrían prevenir 

que el linfocito T entrara a un estado de menor respuesta funcional. 

Estos resultados son alentadores, pero una vez mas son necesarios experimentos adicionales 

que permitan identificar las señales de CD43 que contrarrestan las señales energizantes de 

la ionomicina. 

 

En conclusión, este trabajo presenta evidencia de que las señales de CD43 incrementa la 

fosforilación de la cinasa ERK en condiciones normales de activación y que también induce 

la fosforilación de CREB en la S133 y S129, demostrando un papel importante de las 

señales de CD43 para la activación del linfocito T. Así, las señales de CD43 podrían 

prevenir que el linfocito T entrara a un estado de menor respuesta funcional, 

proporcionando un circuito de retro-alimentación positiva al inducir una fosforilación 

sostenida de ERK, esto mediante inhibir la función de la fosfatasa SHP-1 sobre Lck, 

manteniendo así la fosforilación de ERK por más tiempo que el solo estímulo a través de 

TCR (Fierro, et al., 2006).  En conjunto, estos datos sugieren que al rescatar la fosforilación 

de ERK en el modelo de anergia, las señales de CD43 podrían participar en inducir un 

programa de activación del linfocito T, en lugar de favorecer la expresión de proteínas que 

inducen a anergia. Nuestros resultados muestran que las señales de CD43 inducen la 

fosforilación de CREB en la serina 133 y 129, lo que sugiere una activación completa de 

CREB al integrar diversas vías de señalización posiblemente PKA y GSK-3 y que puede 
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participar en la transcripción del gen de IL-2.  También, observamos que si las señales de 

CD43 son recibidas durante la inducción de anergia en un modelo de ionomicina, el cual se 

estableció en este trabajo, los niveles de fosforilación de ERK se recuperan, los cuales se 

abaten en anergia. 

En conjunto, los datos de este trabajo demuestran el papel de CD43 como una molécula co-

estimuladora, de señales independientes a las del TCR y que sinergiza con ellas para 

aumentar la respuesta del linfocito T, todo esto sugiere la importancia de CD43 como una 

molécula clave para la prevención un estado de anergia. 
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7. Perspectivas 

 

En Células Jurkat 

 Realizar ensayos de inmunoblot en células Jurkat bajo y sin el modelo de anergia 

incubadas con inhibidores de la vía de PKC ζ, CamKIV, AMPK, PKA, CSK, etc. 

para determinar si estas vías están involucradas en la fosforilación de CREB por las 

señales co-estimuladoras de CD43. 

 Cuantificar IL-2 en células J22 sin inducir e inducidas a anergia. 

 En células J22 normales y anérgicas montar el experimento de ChIP de 

CREB/CREM para determinar si de manera in vivo y en ambos modelos se 

encuentran unidos al promotor de IL-2 y si varían bajo el estímulo de CD43. 

 

En Linfocitos T 

 Montar el modelo de anergia a través del estímulo para TCR en elevadas 

concentraciones en linfocitos T humanos y realizar ensayos de proliferación y de 

cuantificación de IL-2. 

 Medir presencia o ausencia de CREB/CREM por ChIP bajo el estímulo de CD43 en 

LyT. 
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