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RESUMEN 

 

CD5 es una glicoproteína de 67 kDa expresada en timocitos, linfocitos T y un subtipo 

de linfocitos B (B1a). Se le ha atribuido un papel de regulador negativo de la señal 

del TCR y se sabe que los niveles de expresión de esta molécula se correlacionan 

con la intensidad de la señal del TCR. CD5 posee una región extracelular con tres 

dominios tipo ¨scavenger” SRCR y una región intracelular con distintas regiones 

susceptibles a ser fosforiladas en residuos de tirosina y que pueden tener 

interacciones con proteínas intracelulares. Siendo una de estas regiones aquella 

denominada como dominio ITIM, que comprende a la secuencia Y429-Y441. Sin 

embargo, no se conoce del todo la participación de este dominio en la regulación de 

la señal del TCR. Como antecedentes directos del laboratorio se ha encontrado que 

podría estar regulando procesos de muerte celular en timocitos, así como 

favoreciendo la selección positiva, pero en linfocitos T periféricos no se ha estudiado 

la relevancia que este dominio posee.  

En este trabajo se estudió el papel del dominio ITIM de CD5 en linfocitos T 

periféricos en un modelo murino knock-in para el dominio ITIM de CD5 (CD5 ITIM-

KI). Se encontró que la ausencia de este dominio no altera las frecuencias ni 

números absolutos de las diferentes poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+, sin 

embargo, aquellos linfocitos CD5 ITIM-KI expresan mayores niveles de CD5 en 

superficie en comparación con aquellos provenientes del WT, esto en condiciones 

de homeostasis.  

Se evaluó la activación del linfocito T en un modelo in vivo tras la administración de 

α-CD3 vía intraperitoneal, y sorprendentemente se encontró en los linfocitos T de 

ratones CD5 ITIM-KI un incremento de la población de linfocitos T 

efectores/activados CD4+ y CD8+, aunado a una disminución de la población de 

linfocitos T naive CD4+ y CD8+ en nódulos linfáticos mesentéricos, periféricos y en 

bazo respecto a los controles silvestres. Además, se encontró que los linfocitos T 

CD8+ del ratón CD5 ITIM-KI activados con este modelo expresaron mayores niveles 

de CD25, a comparación de aquellos de ratones silvestres. Estos resultados 
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sugieren que el dominio ITIM de CD5 participa en la regulación negativa de la señal 

del TCR. 

Igualmente, en este modelo de activación celular in vivo, se evaluó la muerte celular 

(apoptosis y necrosis) inducida por la activación sin embargo, no se encontraron 

diferencias en la muerte observada entre ratones WT y CD5 ITIM-KI, por lo que se 

concluye que el dominio ITIM de CD5 no está involucrado en la regulación de la 

sobrevida de los linfocitos T periféricos.  

En resumen, estos resultados sugieren que el dominio ITIM de CD5 regula la 

expresión de CD5 de los linfocitos T periféricos en condiciones de homeostasis, así 

como la activación del linfocito T tras un estímulo con α-CD3, pero no regula 

procesos de muerte celular o supervivencia del linfocito T, lo cual confirma su papel 

en la función de CD5 como regulador negativo de la señal del TCR.  
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ABSTRACT 

 

CD5 is a 67kDa glycoprotein expressed in thymocytes, T cells and B cell subtype 

B1a. CD5 plays a key role in the TCR signaling pathway as negative regulator. Also, 

the expression levels of this molecule are related to TCR signaling intensity. 

CD5 protein has an extracellular and an intracellular region. The extracellular region 

possesses three SRCR type B domains, on the other hand the intracellular region 

has distinct regions of tyrosines which are susceptible to phosphorylation and can 

interact with other intracellular proteins. 

One of these regions is identified as ITIM domain, which comprises the Y429-Y441 

sequence. However, it is not fully understood how this domain takes part in TCR 

signaling regulation. Previous reports from our lab suggest that this domain might be 

regulating cellular death processes in thymocytes, as well as favoring the positive 

selection in the thymus, but there is lack of evidence about the importance of the 

ITIM domain on peripheric T cells. 

In the present work, the role of CD5 ITIM’s domain was studied in peripheric T cells 

from CD5 ITIM domain knock-in (CD5 ITIM-KI) mice. It was found that the absence 

of this domain does not affect the frequencies nor the absolute numbers of the 

different CD4+ and CD8+ T cells populations. However, it was found that in 

homeostasis conditions, T cells from CD5 ITIM-KI mice expressed larger levels of 

surface CD5 in comparison with those from WT mice.  

T cell activation was evaluated in an in vivo model after α-CD3 intraperitoneal 

administration, and it was found a larger increase in the effector/activated CD4+ and 

CD8+ T cells from CD5 ITIM-KI mice, together with a decrease of naive CD4+ and 

CD8+ T cells in mesenteric and peripheric lymph nodes and the spleen, in 

comparison to WT controls. In addition, activated CD8+ T cells from CD5 ITIM-KI 

mice expressed higher levels of CD25, in comparison to T cells coming from WT 

controls. These results suggest that the CD5 ITIM domain is involved in the negative 

regulation of TCR’s signal. In the same way, the activated induced cell death 

(apoptosis and necrosis) was assessed, but no differences were found in the cell 
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death between WT and CD5 ITIM-KI T cells. Therefore, we concluded that the CD5 

ITIM domain is not involved in peripheric T cell survival.  

In conclusion, these results suggest that the CD5 ITIM domain controls CD5 

expression on peripheric T cells in homeostatic conditions, as well as T cell activation 

after α-CD3 stimuli, but it does not control T cell death processes or survival, which 

confirm its contribution to the role of CD5 as a negative regulator of TCR’s signal.  
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INTRODUCCIÓN 

 

Los linfocitos T naive tienen como una de sus principales funciones el 

reconocimiento de antígenos extraños presentados por moléculas del MHC (major 

histocompatibility complex) pero también reconocen antígenos propios que proveen 

señales para su mantenimiento y sobrevida, que potencian su funcionalidad, así 

como que promueven la inducción de mecanismos de tolerancia en condiciones de 

homeostasis 1,2. Sin embargo, principalmente reconocen antígenos extraños para 

su posterior activación, proliferación y generación de un fenotipo efector. Este 

proceso que se lleva a cabo en los ganglios linfáticos, sitio anatómico en el que se 

facilita el encuentro de linfocitos T y B con sus antígenos; sin embargo, la diversidad 

del repertorio de linfocitos T es tan grande que solo bajas proporciones de linfocitos 

son capaces de reconocer un antígeno con la afinidad suficiente para sobrepasar 

su umbral de activación, dándole muy alta especificidad a dicho repertorio 3.  

 

Las moléculas del MHC que presentan los antígenos a los linfocitos T se pueden 

clasificar en aquellas denominadas de Clase I, que son reconocidas por linfocitos T 

citotóxicos (CD8+) y que presentan péptidos presentes en citoplasma, los cuales 

son generados por el proteasoma; y aquellas de Clase II que presentan péptidos 

provenientes de antígenos extracelulares que fueron tomados por la célula a través 

de procesos de endocitosis y procesados por la células presentadoras de antígenos 

a los linfocitos T cooperadores (CD4+) 4. De manera adicional, se ha descrito la 

presentación cruzada de antígenos exógenos por moléculas de MHC-I 5, así como 

la presentación por moléculas MHC no convencionales 6 o de antígenos no 

peptídicos, como la presentación de glucolípidos por CD1d 7.  

 

Los linfocitos T naive están en recirculación continua a través de los diferentes 

órganos linfoides secundarios (como lo son el bazo, los ganglios linfáticos y tejidos 

asociados a mucosas), así como por la sangre y vasos linfáticos, en búsqueda del 

antígeno hacia el cual su TCR (T cell receptor) es específico. Esta recirculación es 

de gran importancia para el encuentro del linfocito T con aquellos antígenos raros o 

que se encuentran en bajas concentraciones. Por otro lado, este “tránsito” difiere 
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entre linfocitos T CD4+ y CD8+, siendo su tiempo de residencia en ganglio de 10-

12 h y de 19-21 h, respectivamente 3,8. Así mismo, los linfocitos T recirculan a través 

de la linfa, la cual drena los fluidos intersticiales de todos los tejidos, para limitar o 

prevenir la distribución de patógenos, asegurando que los antígenos tomados por 

APCs (antigen-presenting cells) sean presentados a los linfocitos T 8.  

 

Para que se lleven a cabo los procesos de presentación antigénica por parte de una 

APC a los linfocitos T, es necesario un contexto anatómico que de alguna manera 

provea un ambiente propicio para estas interacciones 9. El ganglio linfático provee 

el contexto anatómico idóneo para favorecer los procesos de presentación 

antigénica por parte de una APC a los linfocitos T, facilitando así una interacción 

física entre estas dos células. En el ganglio se encuentran tanto componentes 

estromales, que proveen la estructura a este, así como factores solubles, incluidas 

la citocina IL-7 y las quimiocinas como CCL19, CCL21, entre otras, que favorecen 

la migración y posicionamiento del linfocito T en la zona T del nódulo linfático. Por 

otro lado, las células presentes en el ganglio pueden ser de origen mieloide, 

principalmente células dendríticas residentes o migratorias, así como macrófagos 

especializados 8,9. Estos macrófagos se dividen de acuerdo con su posicionamiento 

dentro del ganglio: 1) macrófagos residentes del seno que están en contacto directo 

con la linfa; 2) macrófagos parenquimales presentes en los folículos de linfocitos B, 

en la zona T y en los cordones medulares; 3) macrófagos del seno subcapsular; y 

4) macrófagos del seno medular 10. Por lo tanto, estos estos macrófagos y células 

dendríticas son esenciales en el proceso de defensa contra patógenos al establecer 

interacciones entre sí, así como con los linfocitos T, para el correcto desarrollo de 

una respuesta inmune 11. También puede haber células de origen linfoide, además 

de los linfocitos T circulantes, se encuentran linfocitos B y células NK o NKT 8.  

 

Para un buen funcionamiento del sistema inmune, es imprescindible que se lleve a 

cabo el proceso de migración dirigida (“homing”), así como la recirculación de los 

linfocitos T a través de todo el organismo. La entrada de los linfocitos T a los 

ganglios linfáticos es un proceso ampliamente controlado que se lleva a cabo a 

través de las vénulas del endotelio alto (HEVs. [High endothelial venules]) o por 
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vasos linfáticos aferentes (de un ganglio río arriba) 8. Los linfocitos T llevan a cabo 

diferentes interacciones con el endotelio donde intervienen selectinas, integrinas, y 

receptores de quimiocinas. Inicialmente, a través de las selectinas CD62L y PNAd, 

se lleva a cabo el proceso de “rolling” (rodamiento/rodadura) y “tethering” 

(contacto/anclaje), lo cual favorece la interacción de CCL21 (inmovilizado en células 

endoteliales) con CCR7 (presente en el linfocito T) 12. Cabe destacar que CCL19 

también es ligando de CCR7, sin embargo, esta quimiocina no se expresa en las 

células endoteliales de las HEV 13. El reconocimiento de CCL21 por CCR7 lleva a 

la activación de moléculas de adhesión como lo son las integrinas LFA-1 y VLA-4 

(α4β1), que interactúan con ICAM-1, o la interacción de la integrina α4β7 con la 

adresina MAdCAM1 en las células endoteliales, que detienen al linfocito y favorecen 

su transmigración a través del endotelio (Figura 1) 12,13.  

 

El proceso de migración de los linfocitos T está también regulado por la molécula 

S1P (esfingosina-1-fosfato), que es una molécula quimioatrayente para linfocitos 

que se encuentra presente en sangre y linfa, pero no en órganos linfoides 

secundarios, que favorece su egreso de ganglios a la recirculación a través de los 

senos corticales 8,12. 

 

Si el linfocito T naive encuentra su antígeno en los órganos linfoides secundarios, 

se regulan al alza las moléculas CCR7 y CD69, principalmente. CD69 es un 

marcador que se expresa de manera temprana en la superficie del linfocito T (1-2 h 

después de la estimulación del TCR) y llegándose a encontrar incluso hasta tres 

días después 14. Este marcador (CD69) es importante para la retención del linfocito 

T en los ganglios linfáticos, para favorecer la activación y proliferación celular 

posterior a la activación, así como para regular procesos de diferenciación a 

fenotipos Th17 o Tregs 15. 
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Figura 1: Los linfocitos T recirculan a través de los ganglios linfáticos. Los linfocitos T entran a 

los ganglios linfáticos a través de las vénulas del endotelio alto (HEVs, por sus siglas en inglés). Las 

células endoteliales de estas vénulas expresan moléculas de ¨homing¨ (alojamiento) que favorecen 

el rodamiento, el arresto y la migración del linfocito al ganglio. Los linfocitos T también pueden entrar 

a través de la linfa, ya sea provenientes de otros ganglios o a partir de tejidos no linfoides. Sin 

importar por dónde lleguen, su migración a la zona de T (paracorteza) es dependiente de CCR7 y la 

gran cantidad de sus ligandos (CCL19 y CCL21) presentes en esta zona. Mientras que otra molécula, 

S1P (esfingosina-1-fosfato) se encuentra en grandes cantidades en sangre y linfa, favoreciendo el 

egreso de los linfocitos T que, al estar expuestos a altas cantidades de CCL19, sensibilizan a CCR7 

y comienzan a expresar S1PR. Un mecanismo similar ocurre para la llegada a ganglio, donde se 

sensibiliza S1PR y se expresa a la alta CCR7. 

Tomado de Masopust, David; Schenkel Jason M. (2013) 12. 

 

 

La expresión de estas moléculas en la superficie de los linfocitos T que han 

reconocido su antígeno (como CD69 y CCR7), favorecen el tiempo de residencia 

del linfocito T en el órgano linfoide secundario, donde el microambiente de citocinas, 

y las señales de coestimulación provenientes de las células presentadoras de 

antígeno presentes en los órganos linfoides promueven su proliferación 12. Una vez 
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que estos se diferencian a linfocitos T efectores, estas disminuyen la expresión de 

CD62L y CCR7, y sobre-expresan moléculas de ¨homing¨ y/o migración (tales como 

CD69, CXCR3, PSGL-1, LFA-1 entre otros 16–18; además de CD44 del que se 

hablará más adelante) que las dirigen a tejidos no linfoides para ejercer sus distintas 

funciones 12,19. 

 

Es importante mencionar que los linfocitos T con mayor afinidad al antígeno 

reconocido permanecen más tiempo dentro del ganglio linfoide que aquellos con 

menor afinidad a este antígeno, favoreciendo así su proliferación 12. Por lo 

mencionado anteriormente, también cabe mencionar que el balance entre CCR7 y 

S1P1R es importante para el linfocito T y su tiempo de residencia en órganos 

linfoides secundarios. Mandl y cols. 13 en una serie de experimentos para conocer 

estos tiempos de residencia de linfocitos T, encontraron que los linfocitos T CD4+ 

egresan más rápido de los ganglios linfáticos con tiempos de residencia promedio 

de 12.2 horas; mientras que los linfocitos T CD8+ se demoran en salir de éstos, con 

un tiempo de residencia promedio de 21.2 horas, esto sin alterar ni su localización 

o movimiento dentro del órgano, ni expresión de marcadores de superficie.  

 

Otra molécula importante para la migración de los linfocitos T tras su activación es 

CD44, un receptor de componentes de la matríz extracelular (como puede ser 

fibronectina, osteopontina, colágeno, entre otros), siendo el ligando más conocido 

el ácido hialurónico (HA) o hialuronano 20. Tras la estimulación del TCR, la expresión 

de esta molécula aumenta y se mantiene en linfocitos T de memoria 20–22. CD44 es 

importante en los procesos de migración del linfocito T, junto con VLA-1 (α4β1), 

contribuyendo a la extravasación de los linfocitos T a los sitios de inflamación 21,22, 

y también se ha postulado su participación en el reclutamiento de los precursores 

linfocitarios a timo 21. Además, se ha asociado su expresión al desarrollo de una 

respuesta tipo Th1 20,22. 

 

Posterior a la resolución de una infección, la mayoría de los linfocitos T efectores 

que llevaron procesos de expansión clonal llegan a una fase de contracción donde 

la mayoría de ellos sufren procesos de muerte por apoptosis, probablemente por 
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falta de señales de receptores de citocinas y del TCR. Sin embargo, una fracción de 

las células efectoras se diferencian a células quiescentes denominadas linfocitos T 

de memoria 19,23, las cuales se caracterizan por tener una mayor capacidad de 

respuesta a un segundo reto antigénico 24. Las fases de activación, expansión, 

contracción y generación de memoria de linfocitos T se repiten con cada reto 

antigénico 23. 

 

 

Activación del linfocito T. 

 

Como se ha mencionado la migración del linfocito T es crucial para el proceso de 

activación y diferenciación funcional del linfocito T. Ante un estímulo antigénico, el 

linfocito T puede seguir distintos destinos: la activación funcional, la inducción de 

tolerancia o la muerte (por exceso o insuficiente señal de activación). La integración 

de todas las señales recibidas modulará la fuerza y el tipo de respuesta y las 

funciones efectoras que tendrá el linfocito T 25. De igual forma, la supervivencia del 

linfocito T es afectada por el microambiente donde se encuentre, el contexto de 

interacción TCR-pMHC, las señales coestimulatorias, presencia de citocinas, pero 

también hay otras señales de sobrevida, como lo pueden ser interacciones de 

adhesión con la matriz extracelular 23. 

 

Igualmente, se conoce que son necesarias interacciones constantes del TCR con 

autoantígenos o péptidos propios cargados en moléculas del MHC para el 

mantenimiento y sobrevida de las poblaciones de linfocitos T 19. Además, estos 

contactos de los linfocitos T con pMHC proveen ciertas señales de retención de esta 

célula en ganglios linfáticos, ya que en ratones con ausencia de moléculas del MHC-

II se encontró que los linfocitos T CD4+ egresan más rápido de los órganos linfoides 

secundarios, es decir, su tiempo de residencia es menor 13. 

 

En su artículo de revisión, Gasteiger y cols 8, hablan de un paradigma clásico de 

activación de un linfocito T desde el contexto de una APC, siendo este en diferentes 

etapas y a grandes rasgos: 1) Adquisición del antígeno por una APC y maduración 
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de esta por presencia de estímulos inflamatorios; 2) sobreexpresión de CCR7 y 

migración a ganglios linfáticos a través de los vasos linfáticos aferentes; 3) llegada 

a ganglios linfáticos y posicionamiento en la zona interfolicular del ganglio; e 4) 

interacción y activación de linfocitos T naive. Por lo tanto, los linfocitos T requieren 

de contacto con células acarreadoras de antígeno para poder activarse, 

diferenciarse (a un fenotipo efector) y posteriormente disparar respuestas efectoras 

12 (Figura 2). 

Figura 2: Reconocimiento de antígenos presentados por APCs a linfocitos T naive.   
Los linfocitos T poseen un TCR que reconoce un péptido-MHC (pMHC), dando así un repertorio 

policlonal, es decir, una población de linfocitos T con distintas especificidades del TCR, donde cada 

una es específica a un complejo pMHC (péptido agonista). Sin embargo, se ha demostrado que un 

mismo TCR podría reconocer péptidos similares, aunque con menor afinidad llevando a distintas 

respuestas funcionales parciales.  El encuentro, reconocimiento y posterior unión del linfocito T a 

través de su TCR a un complejo pMHC presente en una APC, lleva a la activación del linfocito T, y 

junto a otras señales, lleva al inicio de una respuesta celular. La activación de un linfocito T naive, lo 

lleva a una fase de expansión clonal, a la posterior diferenciación a una subpoblación efectora, y 

como consecuencia, a que se genere una función efectora. Cabe resaltar que aquellos linfocitos T 

con un correceptor CD4, interactúan con moléculas del MHC de clase II presentes en la APC, 

mientras que aquellos con un correceptor CD8, interactúan con moléculas de clase I presentes en 

todas las células nucleadas, pero la activación inicial solo es dada cuando interactúan con una APC.  

Tomado de Courtney, Adam H.; et. al. (2017) 26. 
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Heinzel y cols. 25 mencionan dos fases de activación del linfocito T: la primera, dada 

por un gran número de cambios celulares consecuencia del estímulo inicial, llevando 

a una gran proliferación celular; mientras que la segunda la denomina una fase de 

control, que es regulada por diferentes señales coestimulatorias, de citocinas y 

quimiocinas. Mientras que los linfocitos T CD8+ necesitan una exposición breve al 

antígeno para llevar a cabo esta proliferación, los linfocitos T CD4+ necesitan un 

mayor tiempo 25. Posiblemente, esto es debido a que los linfocitos T CD4+ escanean 

a mayor velocidad los ganglios linfáticos en búsqueda del antígeno, en comparación 

de los linfocitos T CD8+, pudiendo perder aquellos antígenos que se encuentren en 

bajas cantidades ya que el escaneo realizado no es tan meticuloso como el 

realizado por los linfocitos T CD8+ que permanecen más tiempo dentro de los 

ganglios linfáticos 13. 

 

Una vez que los linfocitos T naive se diferencian a un fenotipo efector, adquieren 

una cinética de respuesta más rápida, son más sensibles al antígeno (ya que 

pueden activarse con bajas dosis de estos), además de que la avidez de un linfocito 

T efector hacia el complejo pMHC es entre 20-50 veces mayor que la de su 

contraparte naive 27, lo cual hace que dependan en menor medida de señales de 

coestimulación para adquirir funciones efectoras. 

 

Kimachi y cols 28 determinaron que se requiere un mayor número de complejos 

TCR-pMHC para activar un linfocito T naive (≈400) comparado con los necesarios 

para activar a un linfocito T efector (≈40). Sin embargo, esta cantidad de moléculas 

del MHC requeridas para estimular un linfocito T naive, solo representan un 0.2-

1.0% del total de moléculas del MHC en una APC. Estos mismos autores, en otro 

trabajo, determinaron que la cantidad necesaria de péptidos de alta antigenicidad 

que reconoce un linfocito T naive para alcanzar respuestas proliferativas similares 

a las de aquellos linfocitos T efectores es 10 veces mayor, y 100 veces mayor para 

péptidos de baja antigenicidad 27. 
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Las interacciones estables entre el TCR y el complejo p-MHC ayudan a mantener 

una señalización sostenida en el linfocito T, también contribuyen a la generación de 

señales de sobrevida y/o proliferación homeostática. Dorfman y cols. 1 encontraron 

que esta señalización basal se mantiene activa a través de la fosforilación de la 

cadena ζ del complejo TCR/CD3, además de las interacciones de CD4 o CD8 con 

las moléculas MHC-II y MHC-1 presentes en la APC, respectivamente.  

 

 

Vías de transducción de señales involucradas en la activación del linfocito T. 
 

La fuerza de la señal del TCR determina en gran medida la respuesta final de una 

población, y aunque células estimuladas levemente se expanden poco, muchas aún 

pueden llegar a poseer fenotipos efectores y diferenciarse a un fenotipo de memoria 

12. La fuerza de la señal del TCR viene determinada por la cantidad y la calidad de 

la misma, siendo la primera principalmente influenciada por la cantidad de 

complejos pMHC presentes en la célula presentadora de antígeno; mientras que la 

calidad se refiere por la potencia o fuerza de interacción entre un TCR y el pMHC al 

que este reconoce 29. La señalización dada por el TCR es un evento muy importante 

para el mantenimiento de las poblaciones de linfocitos T periféricos, además de ser 

fundamental para el desarrollo de respuestas inmunes eficientes 30. 

 

La especificidad de un linfocito T está definida por su TCR, lo que le provee una 

identidad clonal. CD3 y las cadenas ζ del llamado complejo TCR/CD3, son 

requeridas para que los eventos de señalización se lleven a cabo. Inicialmente, se 

lleva a cabo el reconocimiento del complejo pMHC de las APCs facilitado por los 

correceptores CD4 o CD8 que se unen los dominios proximales del MHC 26; CD4 

interactúa con el dominio α2 y β2 de las moléculas MHC-II, mientras que CD8 

interactúa con el dominio α3 de las moléculas MHC-I 31,32.  Estos correceptores son 

de suma importancia, ya que se ha encontrado que la presencia de CD4 en el 

linfocito T incrementa la sensibilidad del TCR al pMHC, disminuyendo hasta 100 

veces la cantidad de antígeno requerida, favoreciendo el ensamblaje del TCR-

pMHC 33. 
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Una cinasa importante para el inicio de la transducción de señales es Lck. Se sabe 

que Lck posee dos tirosinas que se encuentran relacionadas con su actividad: Y394 

y Y505; la fosforilación de la primera lleva a un incremento en la actividad de cinasa, 

mientras que Y505 lleva a una inhibición de dicha actividad 34. Este inicio de la 

señalización por parte del TCR está altamente regulado para evitar que Lck se 

encuentre activa todo el tiempo. La cinasa Csk fosforila la Y505, y tras ligación del 

TCR, la fosfatasa CD45 defosforila Y505, favoreciendo la activación de Lck, la cual 

puede fosforilar otras moléculas de Lck o transfosforilarse en la Y394 35. Mientras 

que a largos tiempos, se ha descrito que CD45 es capaz de defosforilar Y394 para 

regular a la baja su actividad 34. 

 

Lck se une a la región citoplasmática del correceptor CD4 o CD8, y al ligarse el TCR 

y el correceptor correspondiente con el pMHC (TCR:pMHC), la cinasa Lck es 

reclutada a los dominios intracelulares del TCR 26 y fosforila los dominios ITAM 

(immunoreceptor tyrosine-based activation motif)  presentes en CD3 y las cadenas 

ζ del TCR 30. Esta fosforilación crea sitios de unión de alta afinidad para los dominios 

SH2 de la cinasa ZAP-70 que es reclutada y fosforilada por Lck, dicha fosforilación 

estabiliza a ZAP70 ya que comúnmente se encuentra en el citoplasma en una 

conformación inactiva 36. Ya que el TCR no posee una actividad enzimática, se 

necesita de otras proteínas para iniciar toda la cascada de señalización, siendo así, 

Lck y ZAP70 las proteínas encargadas de disparar esta señal.  

 

ZAP70 propaga la señal de activación del TCR fosforilando múltiples blancos, 

incluyendo a la proteína de andamiaje membranal LAT que posee diversas tirosinas 

que son susceptibles a fosforilarse: Y132, Y171, Y191 y Y226 26. Para llevar a cabo 

esta fosforilación, ZAP70 se disocia del complejo del TCR, dejando sitios libres que 

pueden ser ocupados por más moléculas de ZAP70 para que se amplifique aún más 

la señal, y se recluta hacia balsas lipídicas donde se encuentra LAT 37. Pero también 

ocurre otro evento que implica la formación de un complejo transitorio LAT-Lck-

ZAP70, para favorecer la fosforilación de LAT al reclutarse al complejo de 

señalización del TCR 30. 
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LAT recluta a otra proteína de andamiaje: SLP76. SLP76 es fosforilada por ZAP70, 

y junto a LAT funcionan como proteínas adaptadoras, amplificando la señal al 

reclutar diferentes proteínas como PLCγ1 que se asocia a la Y132 de LAT 38. Las 

tirosinas Y171, Y191 y Y226 de LAT reclutan a Grb2, y otros adaptadores que, 

después, pueden unir a Sos, ITK (cinasa de linfocitos T inducible por IL-2), Gads, 

entre otras proteínas 26,36. Se ha encontrado que Vav se une a SLP76, y tiene 

relación con el rearreglo del citoesqueleto de linfocitos T una vez activados 38 

 

Inclusive se ha encontrado que a LAT se unen distintos reguladores negativos de la 

señal como lo es c-Cbl 38, que está involucrado en la regulación de la señalización 

vía ubiquitinación de proteínas involucradas en la activación del linfocito T y se ha 

descrito su papel en la degradación de ZAP70, Vav, algunas MAPKs, así como un 

papel en la ubiquitinación de PI3K 39,40. 

 

Toda esta cascada de señalización lleva a la propagación de la señal inicial por 

distintas vías (Figura 3), por ejemplo, la mediada por PLCγ. La unión de PLCγ a 

LAT lleva a su activación, además de acercar físicamente a esta cinasa a su sustrato 

(PIP2) en membrana 38. Esta enzima hidroliza PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato), 

produciendo DAG (diacilglicerol) asociado a membrana y de manera soluble IP3 

(inositol trifosfato) 38. IP3 provoca un aumento de Ca+2 liberado del retículo 

endoplasmático, provocando además una entrada de Ca2+ extracelular (mediado 

por canales iónicos). La unión de Ca2+ a la calmodulina activa a la calcineurina, la 

cual defosforila a NFAT (factor nuclear de linfocitos T activados) permitiéndole su 

translocación a núcleo 36. Mientras tanto, el otro metabolito generado, DAG, recluta 

diferentes proteínas adaptadoras a membrana, incluyendo PKCθ y RasGRP. PKCθ 

activa un complejo proteico CARMA1, BCL-10 y MALT1, que promueve la activación 

de la cinasa IκB (IKK), que fosforila al inhibidor de NFκB, permitiendo su traslocación 

al núcleo y la posterior transcripción génica que controla 26,36 
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Figura 3: Esquema general de señalización del TCR tras reconocimiento del complejo péptido-

MHC. Cuando la unión del TCR con el complejo pMHC se lleva a cabo, se lleva a cabo una 

transducción de señales a través de la membrana del linfocito T. Como eventos iniciales de esta 

cascada de señalización, el complejo TCR es fosforilado en sus dominios ITAM por Lck, que 

posteriormente lleva al reclutamiento de la cinasa ZAP70, que es fosforilada por Lck, provocando su 

activación. ZAP70 fosforila a la proteína adaptadora LAT, que recluta un gran número de moléculas 

efectoras que se activarán, activando diversas vías de señalización, como la de PLCγ, vía de las 

MAPK, NFAT, NFκB, rearreglo del citoesqueleto, entre otras. Esto, junto a la señal dada por 

moléculas co-estimulatorias como CD28 que lleva principalmente a la activación de PI3K, llevan a 

eventos de activación del linfocito T. Y esta activación se va a la baja al expresarse moléculas co-

inhibitorias, como CTLA-4 o PD1; así como ubiquitinación de proteínas adaptadoras, o presencia de 

fosfatasas.   

Tomado de Courtney, Adam H.; et. al. (2017) 26. 

 

Otra proteína importante en estas vías de señalización es Ras, que es activada por 

RasGEFs tras la estimulación del TCR, y ésta activa posteriormente a ERK 26. 

Dependiendo del tipo de señal y la calidad de esta, habrá diferentes respuestas 

reguladas por esta vía. Por ejemplo, en el desarrollo de los linfocitos T en timo, se 

ha encontrado que interacciones débiles TCR-spMHC no permiten la supervivencia 

de timocitos (muerte por negligencia), mientras que una interacción fuerte lleva a la 
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muerte del timocito (selección negativa), y una interacción media lleva a la 

maduración del timocito. En esta última interacción, se ha descrito una activación 

suave y sostenida de ERK, promoviendo la sobrevida del timocito 41.  

 

El reconocimiento de péptidos que son presentados por moléculas del MHC dispara 

la señalización por parte del TCR, como fue descrito anteriormente, pero son 

necesarias también diferentes señales coestimulatorias y co-inhibitorias que dirigen 

la función del linfocito T y definen su destino. Estas señales son detectadas por 

moléculas “co-señalizadoras” (o co-receptoras), la cuáles han sido ampliamente 

definidas como moléculas de superficie celular que pueden transducir señales al 

linfocito T y son requeridas para modular positivamente (coestimulatorias) o 

negativamente (co-inhibitorias) la señal del TCR, teniendo una expresión muy 

versátil 42. Estas moléculas regulan diversas funciones como la activación, 

diferenciación, sobrevida, proliferación y funciones efectoras.  

 

La mayor parte de las moléculas “co-señalizadoras” pertenecen a dos superfamilias:  

la de las inmunoglobulinas (IgSF: immunoglobulin superfamily) y la de los receptores 

del TNF (TNFRSF: TNF receptor superfamily), encontrando entre las más descritas 

a CD28 y B7, pertenecientes a IgSF; y a OX40, GITR y CD27 pertenecientes a 

TNFRSF 42. La activación a través del TCR induce la expresión de muchas 

moléculas coestimulatorias y co-inhibitorias. Se ha propuesto el modelo de la 

“marea”. Este modelo habla de una marea inicial que viene con una abundancia de 

moléculas co-estimulatorias en linfocitos T naive y activados, llevando a la célula a 

ser responsiva, pero se llega a un momento donde hay un pico de esta marea, con 

gran expresión de moléculas co-estimulatorias pero también de moléculas co-

inhibitorias. Y finalmente, la marea se desvanece, y hay una gran expresión de 

moléculas co-inhibitorias que funcionan para suprimir la activación del linfocito T 42. 

  

Cabe resaltar a CD28, ICOS, CCR7, CTLA-4 y PD-1, las primeras dos como 

moléculas co-estimulatorias, CCR7 como una proteína a la que recientemente se le 

atribuye un papel como molécula co-estimulatoria, y las últimas dos, clasificadas 

como moléculas co-inhibitorias.  
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- CD28 se une a CD80/86 en APCs, y esto favorece su asociación con PI3K 

(fosfoinositol-3-cinasa). Esta asociación lleva a la activación de la vía de AKT, 

que promueve proliferación y sobrevida a través de la activación NFκB, 

NFAT, BCL-XL, mTOR, entre otras. Además, puede reclutar PKCθ a la 

sinapsis inmunológica (término que se abordará más adelante) de manera 

indirecta y llevar a su subsecuente activación que prenderá la vía de Ras 

7,26,42,43. 

- De igual manera, ICOS activa PI3K, induciendo una transducción de señales 

de manera similar a CD28, resultando principalmente en la activación de 

AKT. ICOS no se expresa en linfocitos T naive, se expresa tras la activación 

del linfocito T, y se une a ICOSL expresado en APCs 7,42. 

- Recientemente se ha encontrado que CCR7, además de su papel como 

receptor de quimiocinas importante para procesos de migración, es capaz de 

fungir como una molécula coestimulatoria. CCR7, en presencia de sus 

ligandos (CCL19 y CCL21), se puede co-localizar en la sinapsis 

inmunológica, y tras interacción con ZAP-70, favorecer el reclutamiento de 

LFA-1, que al unirse a ICAM-1, favorece la estabilidad de la sinapsis 44. 

- Respecto a CTLA-4, este es un receptor co-inhibitorio que compite con CD28 

por la unión a CD80/86, además de que está descrito que puede llevar a la 

transendocitosis de CD80. Esta molécula también reduce la señal del TCR al 

reclutar a la sinapsis a SHP-2, que actúa desfosforilando a diversas 

moléculas efectoras como el complejo CD3/TCR, ZAP70, LAT, entre otras. 

Por otro lado PD-1, también recluta a su dominio ITIM e ITAM a SHP-2, 

ejerciendo un efecto inhibitorio similar al descrito para CTLA-4 7,42. 

 

 

Sinapsis inmunológica y efectos de la activación del linfocito T. 
 

La gran mayoría de las moléculas encargadas del inicio de la transducción de 

señales que llevan a la activación del linfocito T se ha encontrado que co-localizan 

en la sinapsis inmunológica donde sinergizan la señal del TCR. Esta sinapsis está 
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compuesta por tres tipos de moléculas distintas: TCR y moléculas asociadas a este, 

moléculas “co-señalizadoras” y moléculas de adhesión 7,42. 

 

Tras el contacto del TCR con moléculas del MHC cargadas con péptido, inicia un 

proceso de reorganización de proteínas membranales e intracelulares en la región 

de contacto, así como el rearreglo del citoesqueleto que es necesario para la 

formación de una sinapsis inmunológica madura (aprox. 5-30 minutos) 45,46. El inicio 

de la señalización se da por el reclutamiento de cinasas como Lck, fosforilación de 

los dominios ITAM del complejo CD3/zeta, permitiendo el reclutamiento y la 

hiperfosforilación de ZAP-70 (puede observarse desde los 15 segundos) y la 

posterior fosforilación de LAT; también ocurre la activación de PLC-gamma, que 

lleva a la movilización de Ca2+ intracelular y a la activación de PKC 45. Otro evento 

de señalización intracelular que lleva al rearreglo del citoesqueleto es la fosforilación 

de LAT que recluta a SLP76 que, al fosforilarse, recluta a Vav y Nck. Vav activa a 

las Rho GTPasas Rac y Cdc42, y Nck a WAVE2 y WASP, las cuales al asociarse a 

Arp2/3, favorecen la polimerización y ramificación de los filamentos de actina 47,48.  

 

Una sinapsis es una estructura especializada que se forma entre las membranas de 

dos células que se encuentran muy próximas, y este contacto les permite la 

transmisión de diferentes señales entre ellas 49. El término de sinapsis inmunológica 

(IS, por sus siglas en inglés) mencionado anteriormente, fue acuñado tras los 

trabajos realizados por Monks y cols. 50 donde describen en los linfocitos T un 

proceso de segregación de proteínas membranales en dominios de contacto, 

denominándose “clusters de activación supramolecular” o SMACs. En estos clusters 

se muestra que en el sitio de interacción TCR-pMHC, hay receptores y proteínas 

intracelulares (Lck, Fyn, PKCθ, entre muchas otras) involucradas en la activación 

del linfocito T organizadas en dominios espaciales, lo cual explica los numerosos 

sucesos que se llevan a cabo durante la activación del linfocito T.  

 

Las SMACs se dividen en central, periféricas y distales, cSMAC, pSMAC y dSMAC, 

respectivamente. El dSMAC funciona como lamelipodio y lleva ciclos de protrusión 

y retracción. pSMAC es rico en LFA-1 y la integrina talina que se une al citoesqueleto 
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y a otras proteínas o moléculas de adhesión, y en conjunto forman el “lamellum”. 

Mientras que las interacciones TCR-pMHC son formadas en el dSMAC pero tras 

señales de activación, se mueven a cSMAC 7. 

 

La estimulación del TCR se lleva previo a la formación de la sinapsis inmunológica, 

por lo que dicha sinapsis no es necesaria para la activación inicial del linfocito T 49, 

pero si es importante para la organización espacial de interacciones superficiales, 

componentes de señalización citoplasmática y andamiajes 42 que llevan a una 

activación completa del linfocito T. La sinapsis inmunológica es una estructura 

dinámica: en los primeros tiempos tras el contacto entre el TCR y pMHC, las 

moléculas de TCR-CD3 se encuentran en la periferia de la sinapsis, y en los 15-30 

minutos posteriores al contacto, las moléculas de TCR se encuentran totalmente en 

el cSMAC, asociándose su presencia a la maduración de dicha sinapsis 51,52.   

 

Lee y cols 52 demostraron que el reclutamiento de Lck ocurre a tiempos cortos, 

encontrándose en su forma activa (fosforilada) desde los 2 minutos, con un pico 

máximo a los 5-7 minutos, mientras que para ZAP-70 su forma activa, medida por 

la fosforilación de tirosinas, tiene un pico máximo a los 10 minutos y disminuye su 

presencia en la sinapsis a los 60 minutos de la formación de ésta, disminuyendo su 

intensidad conforme la sinapsis madura. En este mismo artículo, los autores 

demuestran que la mínima duración de la sinapsis inmunológica para que estas 

señales induzcan una proliferación del linfocito T es de 2 horas 52 . 

 

Cabe señalar un evento de regulación negativa de suma importancia para la 

regulación de la señal dada tras la ligación del TCR que es la desfosforilación de 

tirosinas tanto en el complejo TCR-CD3 como de otras moléculas río abajo del TCR. 

Una proteína muy importante en esta regulación es la fosfatasa SHP-1, la cual se 

expresa en células de origen hematopoyético y tiene un papel de regulador negativo 

de la señal del TCR, lo cual contribuye a establecer el umbral de activación del 

linfocito T, repercutiendo así en el desarrollo de los linfocitos T y en la capacidad de 

respuesta de aquellos linfocitos T maduros 53. 
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Tras toda esta cascada de señalización dada por el TCR, así como por las señales 

dadas por las moléculas co-estimulatorias, se lleva a transcripción y traducción de 

citocinas, receptores de citocinas, la expresión de algunos genes que favorezcan la 

activación del linfocito T 54, entre otras funciones. Esta activación lleva a que el 

linfocito T inicie un proceso de proliferación, una etapa importante en la cual se 

induce la expresión de IL-2 y CD25 (cadena α del receptor de IL-2), moléculas 

necesarias para el inicio de la respuesta proliferativa del linfocito T, e incluso para 

su diferenciación hacia un fenotipo efector 55,56. 

 

La expresión de CD25 es necesaria para la generación de un receptor de alta 

afinidad a IL-2, incrementando la afinidad por esta interleucina hasta 100 veces 55. 

El estímulo de CD28, principalmente, es el que da señales que tienen como 

consecuencia la producción de IL-2, la cual controla procesos de sobrevida, 

expansión clonal, así como la diferenciación del linfocito T. Además, la IL-2, junto 

con la señal dada por CD28, induce la entrada de la célula al ciclo celular, regulando 

el tránsito de la fase G a la S 54,57, tras el aumento de la expresión de las ciclinas 

así como del factor de transcripción E2F dependiente de PI3K; además activa la vía 

de las MAPK y activa STAT3 y STAT5, vías que llevan a la regulación de las 

respuestas mitogénicas por esta citocina 57. 

 

De manera interesante, en un estudio desarrollado por Colombetti y cols 58, se ha 

descrito un mecanismo por el cual, tras una estimulación prolongada de TCR/CD28, 

el linfocito T es capaz de proliferar en ausencia de IL-2, dependiente de señales 

dadas por PI3K y mTOR, pero la proliferación es lenta y no tan eficiente. Esta 

estimulación prolongada se traduce en que el antígeno hacia el cual el linfocito T es 

específico debe persistir durante todo el proceso de proliferación.  

 

Además, hay un juego importante en la regulación de diversos factores de 

transcripción, como aquellos relacionados con la activación, proliferación, 

maduración/diferenciación, homeostasis, entre otras funciones. Por ejemplo, un 

factor relacionado con la activación y proliferación de los linfocitos T lo es GRAIL 

(miembro de la familia E3-ubiquitín ligasas), expresado desde linfocitos T CD4+ SP. 
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Su presencia impide la proliferación del linfocito, y tras activación del linfocito T, su 

expresión disminuye permitiendo al linfocito T proliferar 59, siendo la señal dada por 

CD28 y por IL-2R la responsable de la disminución de la expresión de GRAIL 

mediado por la activación de mTOR. 

 

Otro de los factores de transcripción que pueden estar involucrados en la 

maduración del linfocito T en timo y cuya actividad se pueda ver reflejada en 

periferia, es Runx1. Se ha encontrado que la ausencia de Runx1 lleva a una 

disminución de linfocitos T CD4+ periféricos, dada por una eliminación activa de 

estos por el sistema del complemento 60. Otro factor de transcripción relevante es 

ThPOK, el cual es necesario para la generación de linfocitos T CD4+, dirigiendo a 

los timocitos hacia este linaje; mientras que uno de los factores encargados de dirigir 

hacia un linaje CD8 es Runx3, llevando a un silenciamiento del gen de Cd4, que a 

su vez, Runx3 es regulado a la baja en presencia de altas cantidades ThPOK 61. 

 

Incluso hay factores de transcripción relacionados con la regulación de las 

respuestas de los linfocitos T, como lo son aquellos de la familia Ets, entre ellos, 

GABP, necesario para el mantenimiento de la homeostasis periférica, ya que se 

encontró que este regula procesos asociados a la replicación y reparación del DNA, 

el ciclo celular, así como genes asociados a apoptosis y senescencia en linfocitos 

T, entre otros 62. 

 

Todas estas diferentes señales mencionadas juegan un papel fundamental en la 

activación del linfocito T regulando uno o más parámetros que llevarán a la 

respuesta final de los linfocitos 12, pero también encontramos diversas moléculas 

que pueden colocalizarse en la sinapsis inmunológica y llevar distintas funciones de 

regulación de la señal del TCR. Todas estas señales transducidas por el TCR deben 

estar controladas y reguladas, y comúnmente se establece un balance entre 

moléculas que ejerzan efectos positivos y efectos negativos, y una molécula muy 

importante para esta regulación es la glicoproteína CD5 63. 
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CD5, estructura, función y regulación genética. 

CD5, es una glicoproteína monomérica con un peso molecular de 67 kDa, 

originalmente conocida como Lyt-1 en ratón y codificada en el cromosoma 9; y 

originalmente conocida como Leu-1 en humano y codificada en el cromosoma 

11q12.2 64. La expresión de CD5 está regulada durante todo el desarrollo de los 

linfocitos T en timo, aumentando conforme el timocito madura, siendo, finalmente, 

los linfocitos T en periferia los que expresan mayores niveles de CD5, y entre estos, 

los linfocitos T CD4+ poseen niveles mayores de CD5 que los linfocitos T CD8+ 65 

(Figura 4). 

 

CD5 fue uno de los primeros marcadores utilizados para la identificación de los 

linfocitos T y se le llegó incluso a denominar marcador pan-T linfocitario 66, cuya 

expresión aumenta en la maduración de timocitos a la par de la expresión del 

complejo TCR/CD3, expresándose desde el estadio de dobles negativas (DN) a la 

par con el pre-TCR. CD5 aumenta en el estadio de dobles positivas (DP), y se ha 

hallado que la señalización a través del TCR lleva al aumento de esta expresión de 

CD5 65, siendo máxima en los linfocitos T periféricos que expresan (Figura 4), 

incluso, 10 veces más CD5 que los linfocitos B 66. 

 

CD5 también se encuentra expresado en una subpoblación particular de linfocitos 

B periféricos, B1-a. Esta población de linfocitos B se encuentra asociada a la 

producción de autoanticuerpos o anticuerpos de baja afinidad polirreactivos, y se 

encuentra expandida en algunas enfermedades autoinmunes y también está sobre 

expresado en algunos tipos de leucemias linfocíticas 64–67. Interesantemente, el gen 

de CD5 posee un 90% de homología entre humanos y ratones, indicando que 

probablemente la función de esta molécula se encuentre conservada entre especies 

a través del tiempo 68. 
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Figura 4: Expresión de CD5 a través del desarrollo y maduración de los linfocitos T. Los niveles 

de expresión superficial de CD5 cambian de manera gradual y correlacionan con el estado de 

desarrollo de los linfocitos T. Se encuentran bajos niveles en timocitos DN (dobles negativos), 

seguido de un incremento de hasta 6 veces en timocitos DP (dobles positivos), y un incremento de 

3 a 5 veces tras la selección positiva al pasar a ser timocitos SP (simples positivos). En esta población 

de timocitos SP, hay una mayor expresión en aquellos timocitos CD4+ SP. Una vez que los timocitos 

maduros emigran del timo, como linfocitos T periféricos, poseen altos niveles de CD5 siendo los 

linfocitos T CD4+ los de mayores niveles de CD5 en superficie, respecto a aquellos linfocitos T CD8+. 

Modificado de Azzam; et. al. (1998) 65. 

 

 

También se ha encontrado una población de células dendríticas (DCs) que expresa 

CD5 69, particularmente la población de DCs CD11c+. Además, la expresión de CD5 

por esta población puede inhibir la producción de citocinas proinflamatorias pero no 

es necesaria para su desarrollo, pero sí puede tener un papel sobre la regulación 

de la función de las DCs en la activación y estimulación de los linfocitos T 70. 

 

Estructuralmente, CD5 pertenece al tipo B de la superfamilia de receptores 

scavenger ricos en cisteína (SRCR: Scavenger Receptor Cysteine-Rich), una 

familia antigua y altamente conservada de dominios proteicos ricos en cisteína. CD5 

posee en su región extracelular 3 dominios SRCR del tipo B codificados en un solo 

exón (D1, D2 y D3), contando con ocho cisteínas en cada dominio 71,72. A esta 

misma familia pertenece CD6, teniendo una alta homología con CD5 y ambas 

proteínas son codificadas por genes adyacentes, por lo que se cree derivaron de un 
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gen ancestral común 73. Como tal, la glicoproteína CD5 no posee actividad 

catalítica/enzimática por sí misma, y sus propiedades de glicoproteína reguladora 

observadas son dadas por su interacción con otras proteínas a través de sus 

diferentes regiones citoplasmáticas 74 (Figura 5).  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Esquema de la estructura de CD5 y sus interacciones extracelulares e intracelulares. 

La estructura de CD5 la podemos dividir en dos: la porción extracelular que contiene tres dominios 

tipo de SRCR, donde se pueden unir los potenciales ligandos; y una porción intracelular o 

citoplasmática, donde se pueden encontrar sitios de unión a diversas moléculas, así como tres 

dominios importantes de fosforilación de tirosinas, un dominio pseudo-ITIM próximo a membrana 

(Y378), un dominio pseudo-ITAM (ahora pseudo-ITIM (Y429-Y441), y un dominio Y463 distal, 

próximo al extremo CTD. Además, hay una gran comunicación de CD5 con un gran número de 

moléculas, tanto extracelulares (como potenciales ligandos), como lo son distintos PAMPs; o 

intracelulares, con moléculas adaptadoras (que reclutan o unen proteínas que contribuyen a la 

transducción de señales como lo son cinasas, fosfatasas, etc). Además, podemos observar cómo 

regula negativamente la transducción de señales, ya sea por el TCR como por el BCR.  

Modificado de Consuegra-Fernández, M; et. al. (2015) 75. 
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De los 67 kDa de peso molecular de CD5, aproximadamente 12 kDa se atribuyen a 

los patrones de glicosilación en sus dominios extracelulares, ya que no se ha 

encontrado glicosilación en los dominios que se encuentran de manera intracelular 

76. Además, se ha encontrado que la región extracelular de CD5 es capaz de formar 

homodímeros 77. 

 

Aún no se conoce el ligando fisiológico de CD5, pero se han sugerido diferentes 

moléculas que se unen a este receptor. Una de ellas es CD72, una lectina tipo C 

expresada en linfocitos B cuya ligación puede estar asociada a proliferación de los 

linfocitos B 78, y recientemente se ha descrito el contacto entre CD5 y CD72 como 

necesaria para la interacción entre Tregs y Bregs, respectivamente 79. Otros 

ligandos descritos son gp35-37, gp37-80 67,71, e incluso se ha encontrado que CD5 

es ligando de CD5 80. Sin embargo, no se ha dilucidado completamente cuál es el 

ligando “específico” o fisiológico de CD5.  

 

Se ha demostrado que CD5 es capaz de unirse a superficies fúngicas llevando a la 

agregación de estas (cuyo objetivo es disminuir la diseminación del patógeno y 

facilitar su eliminación), particularmente une a β-glicanos, entre ellos, el zymosan, e 

incluso CD5 protege de la generación de choque séptico inducido por zymosan 73. 

Adicionalmente, un trabajo demuestra la unión de CD5 (tanto en forma membranal 

como forma recombinante soluble) a componentes del tegumento del parásito 

Echinococcus granulosus sensu lato 81. Se ha encontrado también que CD5 puede 

contribuir a la entrada del virus de la hepatitis C (HCV) a los linfocitos T humanos y 

a células Jurkat 82. Todas estas evidencias le dan importancia al papel de CD5 como 

receptor tipo scavenger. 

 

Así mismo, se ha encontrado la presencia de CD5 de manera soluble en el suero 

humano en contextos de activación del linfocito T, así como tras estimulación con 

αCD3 y PMA, esto como consecuencia de la escisión de la forma membranal 

mediada por proteasas. Esta forma soluble de CD5 aún conserva sus propiedades 

de unión a algunos de los ligandos reportados (CD72 y gp 40-80) 83. 

 



 

27 
 

La expresión de CD5 se encuentra altamente regulada a nivel transcripcional. De 

los primeros reportes del estudio de factores de transcripción involucrados en esta 

regulación, en 1996, se encontró que en el gen de CD5 hay sitios de unión del factor 

de transcripción E2A 84. Posteriormente se describieron sitios de unión conservados 

de E-box en la región regulatoria del promotor de CD5, además en esta secuencia 

de E-box se une E2A y HEB, y se ha encontrado que la expresión de CD5 en 

timocitos es dependiente de la dosis de estos factores de transcripción 85. También 

se han encontrado sitios de unión a factores de transcripción pertenecientes a la 

familia Ets, a los que se les atribuyen funciones relacionadas con proliferación 

celular, activación y diferenciación de linfocitos T, y que estos factores son 

fosforilados tras activación del linfocito T; y de igual manera se han encontrado sitios 

de unión de proteínas relacionadas a Gata, sin embargo, no se ha demostrado su 

presencia en el gen de CD5 84. 

 

Al estudiar el promotor del gen de CD5 en células de timoma EL4, se encontró una 

región de 43 pb (-175 − -215 pb, arriba del codón de inicio) donde se une Ets-1 

(factor de transcripción que es linfoide específico) y es capaz de regular la 

transcripción de CD5 86, incluso los niveles de Ets1 en un linfocito T correlacionan 

con los niveles de expresión de CD5. Se ha encontrado también que los niveles de 

mRNA de Ets-1 correlacionan con los de CD5 durante el desarrollo tímico; y en 

linfocitos T maduros Ets-1 se encuentra en células en reposo y disminuye sus 

niveles tras activación, y de manera contrastante Ets-2 se encuentra en linfocitos T 

activados, encontrándose niveles incrementados de Ets-2 tras estimulación 

antigénica 85.  

 

Tung y cols. 86 encontraron dos regiones altamente conservadas evolutivamente en 

la región reguladora del promotor de CD5 murino, cerca del sitio de unión de Ets-1, 

que denominaron como CD5X y CD5Y, que son importantes para la transcripción 

de CD5, pero no se ha identificado qué moléculas se unen a estos sitios. 

 

De igual manera, debe haber una regulación negativa de la transcripción de CD5. 

En el gen de CD5, en la región regulatoria del promotor hay un sitio κE2, a donde 
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se unen las proteínas E47/E12, y esta unión regula negativamente la transcripción 

de CD5, además de que los niveles de E47 correlacionan inversamente con la 

expresión de CD5 en superficie celular. Se ha visto que tras ligación del TCR en 

timocitos, disminuyen los niveles de E47 y a la par aumentan los niveles de CD5, 

encontrando que los niveles de E47 disminuyen conforme los timocitos maduran, al 

inverso que la expresión de CD5 87. 

 

En linfocitos T periféricos se ha descrito que la ligación de HVEM por BTLA presente 

en DCs, induce incrementos en la expresión de CD5 a través del aumento de ETS1 

y disminución de E2A (E47), e incluso esta sobre expresión puede promover la 

generación de Tregs 88. Adicionalmente, en linfocitos B periféricos se ha encontrado 

que tras activación con anticuerpos anti-IgM, se induce expresión de CD5 de 

manera independiente a una interacción con linfocitos T 89. 

 

Los niveles de CD5 son susceptibles de ser afectados en respuesta a diferentes 

estímulos. Se ha encontrado que activadores de la proteín cinasa C (PKC), como lo 

son los ésteres de forbol, aumentan los niveles de expresión de CD5 y esta 

activación de PKC también depende de la presencia de DAG 90, que como se 

mencionó anteriormente, PKC puede ser reclutada por DAG producido por PLCγ y 

activada tras interacción con Lck, iniciando una vía de señalización que lleva a la 

activación del linfocito 91, y en este caso, a la sobreexpresión de CD5. Este 

incremento ocurre tanto a nivel de proteína como a nivel de mRNA, encontrándose 

este incremento desde las 3-6 h, y un pico de máxima expresión de CD5 a las 72 h 

post-activación 90,92.  De igual manera, el entrecruzamiento con αCD3, lleva al 

aumento de la expresión de CD5 65,92, de manera proporcional a la intensidad de la 

señal provocada, lo cual permite a CD5 regular/modular la transducción de señales 

tras la ligación del TCR. 

 

CD5 posee dominios de fosforilación de tirosinas, así como múltiples dominios 

potenciales de fosforilación de serinas (11) y treoninas (4) en su cola citoplasmática, 

que pueden activar o iniciar la transducción de señales que pueden ser 

dependientes o independientes de la señalización del TCR 67,93. De esta manera, 
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se han localizado 4 principales regiones en esta región citoplasmática: 1) la tirosina 

Y378, que se encuentra junto a la región transmembranal de CD5; 2) dominio 

anteriormente conocido como “pseudo-ITAM”, ahora dominio ITIM: comprende las 

tirosinas Y429-Y441, siendo susceptibles a fosforilación por cinasas de la familia 

Src 67; 3) Dominio de unión a CK2: S458-S461; y 4) Residuo distal Y463 94. 

 

Las tirosinas de estos dominios son fosforiladas por cinasas de la familia Src, 

llevando al reclutamiento de gran número de proteínas señalizadoras, amplificando 

la señal, ya sea de activación o inhibición, llevando a la generación de distintas 

funciones celulares 95. 

 

Los eventos tempranos de la transducción de señales del TCR son dependientes 

de eventos de fosforilación de tirosinas, la cual ocurre de manera rápida tras la 

estimulación del TCR, siendo importante el balance de fosforilación y 

desfosforilación de estas en la activación del linfocito T 68. Estudios han encontrado 

en linfocitos T de rata, que en estos eventos tempranos de estimulación del TCR, 

se forma un complejo multimolecular que involucra a: TCR, CD3, CD4 o CD8, CD2 

y CD5, en asociación con Lck y Fyn  96. 

 

En un estudio realizado por Davies y cols. 68, utilizando la línea celular Jurkat, los 

autores demuestran que se fosforilan los diferentes residuos de tirosina de CD5 tras 

la ligación del TCR. Estos mismos resultados los observaron Burgess y cols. 97, al 

estimular el complejo TCR/CD3 en células Jurkat, los residuos de tirosina de CD5 

se fosforilan rápidamente, siendo incluso más rápida dicha fosforilación que la del 

propio TCR.  

 

 

CD5 como regulador positivo y negativo del linfocito T. 
 

Los primeros estudios realizados en linfocitos T sobre la señalización mediada por 

CD5 postularon a CD5 como un regulador positivo de la señal de activación del 

linfocito, principalmente regulando la producción de IL-2 en respuesta al 
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entrecruzamiento de CD3 y CD5 en linfocitos T maduros y en líneas tumorales de 

linfocitos T (como las células Jurkat). 

 

De los primeros hallazgos se encontró que la estimulación de CD5 en PBMCs 

(células mononucleares de sangre periférica) lleva a un incremento en la 

movilización de Ca2+ intracelular en linfocitos T CD5+. Esta movilización es mayor 

en aquellos linfocitos T CD4+ que en los CD8+. Pero para esta movilización de Ca2+ 

es necesaria la presencia de este catión extracelular, ya que si no la hay, esta 

movilización inducida por ligación de CD5 es muy baja 98. Pero curiosamente, esto 

solo ocurre con algunos anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD5 98–100, y con 

algunas de ellas se encontró por primera vez que la estimulación de CD5 lleva al 

aumento de mRNA para IL-2 e IFN-γ 100. 

 

A raíz de esto, surgieron diversos artículos que evalúan la respuesta de los linfocitos 

T al ser estimulados utilizando un anticuerpo dirigido contra CD5. Ceuppens y 

cols.101 encuentran que al estimular linfocitos T en cultivo con un anticuerpo α-CD3 

y α-CD5, hay una respuesta proliferativa mayor que únicamente estimulando con α-

CD3, esto observado por un aumento en la expresión de CD25, así como aumento 

en la producción de IL-2, la cual se pudo inhibir tras adición de un anticuerpo α-

CD25. Años más tarde, Verwilghen y cols. 102, al activar simultáneamente con CD28 

y CD5, en ausencia de estimulación de TCR/CD3, observaron una activación 

policlonal de los linfocitos T dependiente de IL-2, encontrando una alta expresión de 

CD25 y alta producción de IL-2, y al bloquear CD25 se inhibió dicha respuesta 

proliferativa.  

 

Estos incrementos en la producción de IL-2 se observan también tras estimular con 

anticuerpos dirigidos a CD3, CD28 y CD5, e incluso, la ligación de CD5 da un mayor 

tiempo de vida media (estabilidad) al mRNA de IL-2. Se encontró que una de las 

vías que lleva a los efectos observados por CD5 involucra a la cinasa CaMK tipo IV, 

cinasa dependiente de Ca2+ 103, que concuerda con lo mencionado anteriormente 

del papel de CD5 en la movilización de Ca2+ intracelular 98. CaMK IV regula la 

actividad del promotor c-fos, componente del factor de transcripción AP-1, que a su 
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vez, regula la expresión de IL-2, por lo que CD5 regula la expresión del gen de Il2 a 

través de un mecanismo dado por CaMK IV y AP-1 103. 

 

En un estudio posterior, tras seguir dilucidando el papel que tiene CD5 sobre la 

transducción de señales que llevan a la producción de IL-2, y conociendo que tras 

la ligación del TCR, CD5 es fosforilado por Lck 104, Gringhuis y cols. 105 encontraron 

que esta fosforilación crea sitios de unión para proteínas con dominios SH2 en CD5, 

que favorece la unión de PI3K a través de su subunidad p85, favoreciendo a su vez 

que Vav se asocie a PI3K. Y tras ligación de CD5, se lleva a la fosforilación y 

activación de Vav que es capaz de regular la actividad de Rac1, que se encuentra 

río arriba de CaMK IV, lo que puede llevar a la regulación de la expresión de IL-2 

103.  

 

Otros autores continuaron estudiando a CD5 como regulador de la activación del 

linfocito T y encontraron que en células Jurkat, tras la ligación de CD5, hay un 

incremento en la generación de DAG, que puede llevar a la activación sostenida de 

PKC, cinasa capaz de dar señales de proliferación. Confirmando así que CD5 es 

una molécula que es capaz de transducir señales tras su ligación, y que esta 

transducción es independiente a la dada por el TCR/CD3 99. 

 

Tras la generación de un ratón deficiente de CD5 se comenzó a encontrar evidencia 

por la cual se le atribuye actualmente su papel como regulador negativo de las 

señales del TCR 71. En específico, tras la ligación del TCR, CD5 es fosforilado y 

recluta diversas proteínas o moléculas de señalización que le confieren su papel de 

regulador negativo.  

 

En otro estudio, Gary-Gouy y cols. 106 encontraron que moléculas como ZAP-70 y 

p21 (cadena ζ del complejo TCR/CD3) se pueden asociar espontáneamente a los 

residuos fosforilados de CD5 (dominio pseudo-ITIM), demostrando además que en 

ratones CD3-/- no hay asociación de CD5 con ZAP-70, por lo tanto, la asociación de 

CD5 con ZAP70 es dependiente de la presencia de CD3. Para comprobar esto, 

Raab y cols. 107 demuestran, por ensayos de co-inmunoprecipitación, que CD5 se 



 

32 
 

asocia con el complejo TCR/CD3, y también a la tirosín cinasa Lck,  dependiente del 

dominio SH2 de ésta, además que dicha asociación aumenta diez veces la actividad 

de la cinasa. De manera adicional Burgess y cols. 97 demostraron que, en linfocitos 

T provenientes de sangre periférica, CD5 co-inmunoprecipita con Lck, Fyn, y TCRζ.  

 

Siguiendo sobre la investigación de las diferentes proteínas que se pueden unir a la 

región citoplasmática de CD5, se demostró que la fosfatasa SHP-1 (antes llamada 

PTP1C), asociada a la regulación a la baja los eventos de señalización del TCR, se 

une a CD5 en linfocitos T activados 108, siendo la Y378 el dominio responsable de 

la asociación de SHP-1 a través su dominio SH2 67,109. Sin embargo, estudios 

recientes han demostrado que la unión si ocurre tras ligación del TCR, pero esta 

asociación de SHP-1 no está relacionada con la actividad de regulador negativo de 

CD5 y tampoco CD5 es un sustrato de dicha proteína SHP-1 110.  

 

Posteriormente, la regulación negativa ejercida por CD5 fue demostrada por 

Dennehy y cols. 94, que hallaron en timocitos la asociación de c-Cbl y Ras-GAP con 

CD5. Se sabe que tras señales de activación del linfocito T, c-Cbl se fosforila, 

favoreciendo su actividad de ligasa de ubiquitina, teniendo como blancos proteínas 

relacionadas con la transducción de señales del TCR 39,40. c-Cbl interactúa con CD5 

en células Jurkat induciendo su ubiquitinación y posterior degradación en lisosomas 

111, lo que lleva a la disminución de su expresión en superficie. En células EL4 

también se observó la interacción de c-Cbl y CD5 a través de su dominio carboxilo-

terminal, además de encontrarse que esta interacción favorece que c-Cbl 

“ubiquitine” a Vav, apoyando el papel de regulador negativo de CD5 sobre la 

activación celular 112. Incluso, se ha encontrado recientemente que CD5 funciona 

como molécula de andamiaje para la unión de las ligasas de ubiquitina Cbl y Cbl-b 

tras la ligación del TCR, permitiendo así su localización para ejercer su actividad 

enzimática sobre diversos sustratos; además, y de manera interesante, CD5 es la 

única proteína membranal en linfocitos T CD4+ que puede unir a ambas -ligasas de 

ubiquitina 113. 
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Además, en linfocitos T maduros, se ha observado la presencia de CD5 en balsas 

lipídicas, además de su asociación con proteínas como Lck, Fyn, LAT, entre otras 

77, y posterior a la activación celular mediada por los contactos TCR:pMHC, este 

reclutamiento contribuye a disminuir la señal dada por el TCR, indicando que puede 

influenciar una respuesta del linfocito ante antígenos extraños 114. Así mismo, se ha 

encontrado que CD5 es reclutado y colocaliza en la sinapsis inmunológica (Figura 

6) y disminuye o inhibe la respuesta inmune dada por la presentación de antígeno 

al tener como blanco diversas moléculas de cascadas de señalización río abajo, sin 

afectar la formación de la sinapsis inmunológica 115. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: CD5 y CD3 se co-localizan en la sinapsis inmunológica de células humanas y de 

ratón. A) Imagen de microscopía confocal que muestra la sinapsis inmunológica formada entre 

linfocitos T Jurkat J77 (J77 transfectados con la proteína de fusión CD5-GFP) y linfocitos B Raji que 

presentan el superantígeno SEE. B-D) La sinapsis inmunológica formada entre linfocitos T de bazo 

con TCR transgénico P14 y células dendríticas de bazo de ratones C57/BL6 (B y C) o macrófagos 

(D), ambas células presentadoras de antígeno fueron pulsadas con 1 μM de péptido gp33. Las 

células fueron teñidas con CD3 en rojos para la sinapsis con modelo humano, y en verde para modelo 

murino.  

Modificado de Brossard, Cédric; et. al. (2003) 115. 
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CD5 y su relación con las interacciones entre el TCR y moléculas del MHC. 

La generación del modelo de ratón deficiente de CD5 ayudó para comenzar a 

dilucidar el papel de CD5 en los timocitos y linfocitos T, demostrándose que los 

timocitos deficientes de CD5 son hiperresponsivos a estimulación por el TCR/CD3, 

además de mostrar un incremento en la movilización de Ca2+, así como una 

hiperfosforilación de TCRζ 67, ZAP-70, LAT 66. Estos resultados sirvieron para 

apoyar el papel que tiene CD5 atenuando la señal del TCR y se cree que podría 

estar relacionado con el umbral de activación necesario para la selección negativa 

que ocurre en el timo.  

 

La ausencia de CD5 lleva a la disminución del número de timocitos, principalmente 

de la población DP, indicando, en conjunto, cambios tanto en la selección positiva 

(supervivencia de células auto-restringidas, baja avidez del TCR por moléculas del 

MHC cargadas con péptidos propios) como en la selección negativa (muerte de 

linfocitos autorreactivos, alta avidez del TCR por moléculas del MHC con péptidos 

propios), volviéndose procesos más “eficientes” 116, ya que la señal dada por el TCR 

es muy alta o mayor al no estar presente este regulador negativo. CD5 puede estar 

regulando el destino de los timocitos en desarrollo a través de deprimir la capacidad 

de respuesta de los DPs a las señales dadas por el TCR 117, es decir, modulando 

los umbrales para la selección positiva y negativa como se planteó en una revisión 

de Soldevila y cols. 71 (Figura 7).  

 

En un experimento donde se administró α-CD3 a ratones deficientes de CD5, 24 

horas después se encontró la población de timocitos DP depletada, demostrando 

también un aumento en la apoptosis de estas células. Los autores destacan que 

una de las más grandes contribuciones de CD5 es en la selección negativa de los 

timocitos, contrarrestando los efectos relacionados con coestimulación 64.  Además, 

en estos ratones deficientes de CD5, se encontró en los timocitos una 

hiperfosforilación de proteínas señalizadoras tras activación con α-CD3, así como 

un incremento en la movilización de Ca2+, consistente con un aumento en la 

fosforilación de PLCγ, respecto a ratones WT como controles 117. 
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Figura 7: Efecto de CD5 como regulador negativo de la señal del TCR en la selección tímica y 

tolerancia central. La selección tímica es un proceso de suma importancia para el mantenimiento 

de la tolerancia central a través de la deleción clonal e inactivación de clonas autorreactivas. CD5 

actúa como regulador negativo de la señal del TCR a través de la modulación de la selección positiva 

y negativa de los timocitos en desarrollo. La ausencia de CD5 lleva a un aumento en la selección 

negativa de timocitos con TCRs de alta afinidad (P14), pero no afecta la selección de aquellos 

timocitos con TCRs de baja afinidad (H-Y). Por otro lado, si se aumenta la expresión de CD5 a través 

de un transgén, disminuye la selección positiva de aquellos timocitos con TCRs de baja afinidad (H-

Y) por regulación negativa de la señal, y estos timocitos no alcanzan el umbral necesario para la 

selección; mientras que la selección positiva de los TCRs de alta afinidad (P14) no se ve afectada 

por la sobre expresión de CD5. Incluso podemos observar que en ausencia de CD5 hay un aumento 

de la generación de Tregs, ya que disminuye el umbral necesario para la activación. 

Modificado de Soldevila, G.; et. al. (2011) 71. 

 

Con relación a los linfocitos T maduros, se ha reportado que al estimular con α-CD3 

poblaciones linfocitarias de bazo y ganglio de ratones CD5-/-, es decir, linfocitos T 

maduros, observaron 24 h después una disminución dramática en los números de 

estos. Al analizar marcadores de activación, 4 horas post-estimulación, todos los 

linfocitos T de los ratones CD5-/-, pero no de los ratones WT, expresaron CD25 y 

CD69, activación que posteriormente llevó a muerte por apoptosis 64. 



 

36 
 

 

Este tipo de consecuencias funcionales dadas por la presencia de CD5 pueden 

estar relacionadas con la señal de inhibición dada este receptor, ya que ésta 

disminuye cuando la avidez del TCR por su ligando es baja; en cambio cuando la 

avidez es alta, el nivel de expresión de CD5 es alto 65, de esta manera CD5 juega 

un papel importante en la modulación del umbral de activación del linfocito T. Por 

otro lado, la expresión de CD5 es regulada por la intensidad de la señal del TCR y 

la avidez de este por los complejos pMHC. Por lo tanto, una alta avidez resulta en 

una mayor expresión de CD5, mientras que una baja avidez resulta en menor 

expresión de este 116. Es por esto por lo que la selección tímica depende de la 

presencia y actividad de CD5, ya que aquellos TCRs con alta avidez por su ligando 

se dirigen a selección negativa 118.  

 

También se ha encontrado que la mayoría de los TCRs de alta avidez, poseen 

mayor cantidad de reguladores negativos de la señal del TCR, entre ellos, CD5, que 

entre mayor sea la avidez del TCR, mayores serán los niveles de esta glicoproteína 

en superficie (como se mencionó anteriormente), y al contrario, al poseer TCRs de 

baja avidez, presentan menor densidad de este tipo de reguladores negativos, entre 

estos, menores niveles de CD5 en superficie 119. Se propone que la sobrevida, así 

como la expansión homeostática de los linfocitos T naive, podría predecirse al 

conocer los niveles de TCR y CD5 que la célula posea, ya que el linfocito T naive 

necesita de estas señales para su sobrevida y proliferación 119. 

 

Como se mencionó anteriormente, estas señales de sobrevida son dadas por 

contactos constantes entre el TCR y spMHC, que dan lugar al mantenimiento de 

niveles de fosforilación basales de la cadena ζ del TCR, dando lugar a una 

señalización constante que es característica de cada clona de linfocitos T 1. Estudios 

recientes encontraron que los niveles de esta señalización basal correlacionan con 

los niveles de CD5 120. De manera interesante, en este mismo trabajo se encontró 

que los niveles de CD5 correlacionan con los niveles de Nur77, y que ambos 

marcadores relacionan con los altos niveles de esta señalización basal dada por la 

fosforilación de la cadena ζ del TCR. Sin embargo, estos niveles elevados de 
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señalización también repercuten en la eficiencia de la respuesta inmune por parte 

del linfocito T, siendo deficiente en aquellos linfocitos T con menores niveles de 

dicha señal generada, esto en modelos in vivo e in vitro 120.  

 

La presencia de CD5 en los linfocitos T es regulada por las interacciones que 

ocurren entre el TCR y el pMHC, incluso se llega a mencionar que esta regulación 

es parte de un proceso de adaptación del linfocito T, ya que en ausencia de estos 

contactos, los niveles de CD5 decrecen significativamente 121. Los niveles de CD5 

en superficie se establecen por los contactos/interacciones que ocurren entre el 

TCR del linfocito T y el pMHC de las células presentadoras de antígenos. 

 

De igual manera, conociendo que el desarrollo de Tregs requiere de interacciones 

de alta avidez entre el TCR y pMHC (cargado con péptidos propios), se ha 

encontrado que esta población celular, presente tanto en timo como en ganglios 

linfáticos, posee altas cantidades de CD5, y que en ratones deficientes de CD5, hay 

una mayor generación de Tregs derivadas de timo por lo que CD5 es necesario para 

la generación de este subtipo celular 118. 

 

En otros modelos estudiados utilizando linfocitos T con la misma especificidad por 

un antígeno, que solo varían por los niveles de expresión de CD5, se encontró que 

aquellos con menores niveles de CD5 responden mejor ante una respuesta 

primaria, mientras que aquellos con mayores niveles de CD5 lo hacen ante una 

respuesta secundaria, argumentando que los linfocitos CD5hi poseen una 

respuesta inicial “baja” o menos “eficiente” para proveer un mejor ambiente para 

una posterior respuesta 122,123. Estos mismos autores, al saber que los flujos de 

calcio son importantes para la activación del linfocito T y posterior producción de IL-

2, así como un gran número de otros procesos celulares, encontraron en este mismo 

modelo que linfocitos T con altos niveles de expresión de CD5 poseen mayor 

movilización de Ca2+ a tiempos cortos, respecto a su contraparte CD5lo, sin 

embargo, decaen con el tiempo, así como los niveles de CD5 post activación 124. 
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Inclusive estudios posteriores han encontrado que las poblaciones de linfocitos T 

con bajos niveles de CD5 producen una mayor cantidad de IFNγ tras la activación.  

Los linfocitos T CD4+CD5lo confieren un balance a la población efectora o activada 

al contribuir con receptores de baja y mediana afinidad dándole una heterogeneidad 

a una respuesta policlonal ante una infección o reto 125.  

 

Por otro lado, un estudio realizado por Stamou y cols. 126 demostró que los linfocitos 

T CD8+ anérgicos en periferia poseen altos niveles de CD5, sin embargo, al 

transferirlos a un ratón libre de antígeno, se revierte dicho estado anérgico, a la vez 

que los niveles de CD5 disminuyen, dándole un peso más a este papel de regulador 

negativo de la señal que tiene CD5, incrementando el umbral de activación del TCR. 

Sin embargo, este proceso de regulación controla que los linfocitos T sean 

autorreactivos, o incluso CD5 está involucrado en la diferenciación de estas clonas 

a linfocitos T reguladores 127. 

 

En estudios recientes, en modelos tumorales se ha encontrado que la ausencia de 

CD5 lleva a un incremento de la actividad antitumoral de los linfocitos T CD8+, a 

través de decrecer el reconocimiento del TCR a los antígenos tumorales, pero esto 

tendría el objetivo de evitar una activación constante del linfocito T que lo lleve al 

aumento de la sensibilidad del TCR para una posterior desarrollo de AICD 

(activation-induced cell death) 128. Además, conociendo que el bloqueo de CD5 

aumenta la actividad antitumoral, esta se vuelve un área interesante para el estudio 

de terapias contra el cáncer.  

 

 

Dominios intracelulares de CD5 y su papel sobre la función de CD5. 

A pesar de conocer todas estas interacciones que posee CD5 con un gran número 

de proteínas intracelulares, así como algunas funciones que resultan de esta 

integración de señales, se desconocía la relevancia o importancia de algunos de los 

dominios intracelulares presentes en su larga cola citoplasmática de 94 

aminoácidos, que como se ha mencionado, carece de actividad enzimática.  
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Uno de los dominios más estudiados es el que comprende de la S458 a la S461 

(458-SSDSD-462), localizado en el extremo carboxi-terminal de CD5. Estos 

aminoácidos de serinas pueden ser fosforiladas y ser sitio de unión para la cinasa 

CK2 (cinasa de serina y treonina), cinasa altamente conservada y conocida por 

regular gran número de procesos celulares 129. Se ha encontrado que a pesar de 

que CK2 se una a esta región citoplasmática de CD5, permanece inactiva, pero en 

timocitos puede activarse tras ligación de CD5, pero no de CD3 130. 

 

Para dilucidar la relevancia que el dominio de unión a CK2 presente en CD5 posee 

(CD5CK2BD), se generaron ratones con dicho dominio eliminado (CD5ΔCK2BD) y, 

en un modelo de EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis), se encontró 

que la severidad de esta enfermedad disminuye en los ratones CD5ΔCK2BD. No 

obstante, se encontró que a pesar de la activación de linfocitos T específicos para 

el autoantígeno en respuesta al reto con MOG (myelin oligodendrocyte 

glycoprotein), los linfocitos T no sobrevivían dado por una AICD incrementada 131, 

asociándose así una menor severidad de la enfermedad a una menor 

generación/sobrevida de las poblaciones de linfocitos Th1 y Th17.  

 

Sin embargo, en el modelo anterior, el transgén con la deleción del CD5CK2BD está 

bajo el control del promotor de CD2, por lo que el modelo no reproduce las 

condiciones fisiológicas de la expresión de CD5 por la activación del TCR. Por ello, 

se decidió generar un ratón knock-in, donde, mediante recombinación homóloga, se 

eliminan exclusivamente los 4 aminoácidos (S458-D-S-S461) esenciales para la 

unión de CK2 a CD5  132. 

 

En este modelo se encontró nuevamente la disminución en la severidad de la EAE 

en los ratones CD5ΔCK2BD, siendo dosis dependiente de la cantidad de MOG 

administrado, además de encontrarse que la vía de señalización regulada por CD5-

CK2 es importante para la diferenciación de linfocitos Th17 (y Th2 in vitro), además 

de regular vías de sobrevida del linfocito Th17. De igual forma se encontró que estos 

ratones CD5ΔCK2BD hipoproliferan tras activación del TCR 132. 
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Otros estudios encontraron que en timocitos, la señalización dada por CD5-CK2 

aumenta la activación de Akt inducida por la señalización del TCR, además de 

favorecer la translocación de RORγt al núcleo, siendo relevante para la generación 

de linfocitos Th17 133. Posteriormente, otros autores encontraron que en timocitos, 

la señalización dada por CD5-CK2 regula la fosforilación de Erk, rescatando a los 

timocitos de la apoptosis sin afectar las vías de señalización proximales al TCR. Sin 

embargo, la supervivencia del timocito es independiente de Akt 134. 

 

Otro dominio citoplasmático de CD5 de gran importancia es el dominio ITIM (o 

pseudo-ITIM, antes conocido como ITAM o pseudo-ITAM). Este comprende de la 

Y429 a la Y441, y como se mencionó previamente, es susceptible a fosforilación por 

cinasas de la familia Src 67. Es importante recordar la importancia de los dominios 

ITAM (secuencia consenso: YXXL/I/X(6-8)YXXL/I) e ITIM (secuencia consenso: 

[I/V/L/S]-XYXX-[L/V]), ya que estos regulan la calidad y magnitud de la respuesta y 

se encuentran en las porciones citoplasmáticas de un gran número de proteínas 

señalizadoras. 

 

Conociendo que la fosforilación de CD5 ocurre tras la ligación del TCR, además de 

saber que esta fosforilación de tirosinas que están presentes en dominios ITIM son 

las que pueden conferir actividad o generar sitios de unión y anclaje de otras 

proteínas, Vilà y cols. 104 encontraron que, tras estimulación con αCD3 en células 

Jurkat, la Y429 y Y463 de CD5 son los blancos preferenciales para ser fosforilados 

por la cinasa Lck. Además hallaron que existen niveles basales de CD5 fosforilado, 

mientras que la fosforilación es baja o no sucede en la Y378 y Y441. De igual 

manera se ha demostrado que, tanto en Y429 como en Y463, Lck puede reclutarse 

a CD5 63, lo que podría tener una consecuencia funcional aún desconocida. Y 

estudios posteriores demostraron que, aunque Fyn es capaz de fosforilar CD5, la 

principal cinasa encargada de la fosforilación de CD5 es Lck 77. 

 

Azzam y cols. 116, con el fin de encontrar qué dominios eran funcionales para el 

papel de CD5, reconstituyeron ratones CD5-/- con un transgen de CD5 sin la región 

correspondiente al dominio ITIM (Y429-Y441) y sin el resto del extremo carboxilo-
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terminal de CD5, encontrando una semejanza a lo observado en el ratón CD5-/- 

(timocitos DP muestran ser hiperresponsivos), lo cual no sucede si se reconstituye 

con un transgén de CD5 WT ni con timocitos SP ni linfocitos T maduros. Los autores 

concluyen que esta región puede ser necesaria para la regulación negativa de la 

señal del TCR en el desarrollo tímico 116, sin embargo, este efecto no es 

necesariamente exclusivo del dominio ITIM, ya que también se eliminó el resto de 

la región carboxilo-terminal de CD5. 

 

En linfocitos B donde también se considera a CD5 como un receptor inhibitorio, en 

este caso, del BCR, Gary-Gouy y cols. 135 a través de ensayos con receptores 

quiméricos en células IIA.6, encontraron que la Y429 es de suma importancia para 

regular esta actividad inhibitoria sobre la señalización del BCR y las respuestas 

funcionales del mismo, e incluso dicho residuo es el encargado de mediar la 

fosforilación de CD5 tras la ligación del BCR. Asimismo, los linfocitos B-1a, en 

ausencia de CD5, son resistentes a la apoptosis y aumentan su proliferación 67. 

También se ha demostrado que CD5 posee un papel inhibitorio sobre el BCR 

además de que CD5 co-precipita con este receptor de linfocitos B 66. 

 

Nuestro grupo de investigación, utilizando una línea de células EL-4 transfectadas 

establemente con mutantes de la región intracitoplásmica de CD5 conteniendo 

sustituciones puntuales de tirosina por alanina, demostró que estas tirosinas son 

necesarias para la sobrevida del timocito tanto en condiciones basales o tras el 

estímulo con αCD3 74. Además, un hallazgo muy importante de este trabajo fue la 

demostración de que el dominio Y429-Y441 de CD5, anteriormente conocido como 

pseudo-ITAM, es funcionalmente un dominio ITIM (o pseudo-ITIM), siendo además 

importante para la regulación negativa de la señalización del TCR.  
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JUSTIFICACIÓN 

 

CD5 es un regulador negativo de la señal del TCR cuyos niveles se modulan de 

manera dependiente de las interacciones TCR:pMHC durante su ontogenia así 

como su activación en periferia, resaltando la importancia de esta molécula  en la 

inmunobiología de los linfocitos T, desde su maduración, diferenciación funcional  y 

muerte. 

 

A pesar de que los primeros estudios sobre CD5 llevaron a proponer a este receptor 

como una molécula coestimuladora del TCR, la generación de un ratón CD5 KO 

contribuyó a entender su papel fisiológico como inmunomodulador de la respuesta 

inmune. En específico, se evidenció que los timocitos presentaban un perfil 

hiperresponsivo tras la activación del TCR, incluyendo una alta movilización de 

calcio intracelular e hiperfosforilación de proteínas relacionadas con la activación 

del linfocito T. Además, en linfocitos T maduros CD5 KO, la estimulación del 

complejo TCR/CD3 lleva a una sobreactivación celular y una mayor muerte inducida 

por la activación. 

 

A partir de estos hallazgos, se comenzaron a diseccionar los diferentes dominios de 

la molécula para hallar los mecanismos moleculares involucrados en la función de 

CD5. Varios estudios han demostrado que el dominio CD5-CK2BD es importante 

para promover la sobrevida de timocitos y linfocitos T así como modular la 

diferenciación de linfocitos Th17. Sin embargo, la ausencia de este dominio (CD5-

CK2BD) lleva a una hipoproliferación de los linfocitos T ante estimulación antigénica, 

de manera contraria a lo que ocurre en linfocitos T del ratón CD5 KO. Esto indicaría 

que podrían existir otro/s dominio/s que regulan otras funciones mediadas por CD5, 

ya que el fenotipo de CD5ΔCK2BD no termina de asemejar por completo lo 

observado en el linfocito T CD5 KO. En este contexto, se ha sugerido que el domino 

ITIM (Y429-Y441) sería importante para la regulación de la activación del linfocito T 

a través de regular las vías de señalización proximales al TCR.  
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Antecedentes del laboratorio (Manuscrito en preparación [2022]), sugieren que la 

ausencia del dominio ITIM de CD5 lleva a una selección tímica más eficiente y 

regula procesos de muerte celular durante el desarrollo tímico dado que su ausencia 

podría estar provocando una señalización exacerbada del TCR que tiene como 

consecuencia final la muerte de estas células inmaduras. Sin embargo, en la 

actualidad no existen estudios previos que demuestren la función del dominio ITIM 

de CD5 en linfocitos T periféricos. En este trabajo se propone dilucidar el papel del 

dominio ITIM de CD5 en la activación de linfocitos T periféricos.  
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HIPÓTESIS 

El dominio ITIM participa en la regulación negativa de las señales del TCR 

dependientes de CD5, por lo que su ausencia incrementará la activación de los 

linfocitos T murinos in vitro e in vivo. 

 

 

 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

⮚ Evaluar el papel del dominio ITIM del receptor CD5 en la cantidad de las 

poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+, así como su efecto en la 

activación del linfocito T tras estimulación del TCR. 

 

Objetivos Particulares 

● Cuantificar las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ (naive, 

efectores/activados) ex vivo, así como los niveles de expresión de CD5 en 

ratones CD5 WT y CD5 ITIM-KI. 

● Caracterizar las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ (naive, 

efectores/activados) in vivo tras estimulación con α-CD3 en ratones CD5 WT 

y CD5 ITIM-KI. 

● Evaluar la proliferación y cinética de inducción de marcadores de activación 

(CD44, CD25 y CD62L), así como de CD5, in vitro, tras estimulación con α-

CD3 y α-CD28 en linfocitos T naive provenientes de ratones CD5 WT y CD5 

ITIM-KI. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Animales de experimentación. 

 

En este trabajo se utilizaron ratones con una mutación knock-in (KI) para el dominio 

ITIM de CD5 (CD5 ITIM-KI) en fondo C57/BL6, los cuales fueron generados por el 

Dr. Chander Raman en la University of Alabama at Birmingham.   

 

Como controles se utilizaron ratones C57/BL6, adquiridos de The Jackson 

Laboratory, USA. Se utilizaron ratones macho de 8-10 semanas de edad y ambas 

cepas fueron retrocruzadas en el fondo FoxP3-eGFP, de manera que co-

expresaban eGFP bajo el promotor del gen de FoxP3 136. Los ratones se 

mantuvieron en la Unidad de Modelos Biológicos del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas (IIB), UNAM. El protocolo utilizado (#108) fue previamente aprobado 

por el Comité Interno de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del 

IIB, UNAM. Todos los procedimientos donde hubo animales de experimentación 

involucrados, fueron realizados siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-

ZOO-1999. 

 

 

Genotipificación de ratones por PCR 

 

El genotipo de los ratones se determinó mediante reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), utilizando DNA extraído de un fragmento de cola del ratón, con 

posterior lectura del resultado de la reacción de PCR por electroforesis con geles 

de agarosa. 

 

- Obtención de DNA a partir de cola del ratón.  

Se obtuvieron fragmentos de la cola del ratón y se procesó el tejido colocándolo en 

600 μL de una solución de NaOH (50 mM) a 85-90°C durante 90 minutos 

aproximadamente (hasta que se observó la digestión completa del tejido). 

Posteriormente se incubó a 4°C durante 10 minutos, y posteriormente se 
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adicionaron 50 µL de Tris-base (10 mM). A continuación se centrifugó a 13,000 rpm 

durante 10 minutos. El sobrenadante se tomó (aprox. 300 μL) y se almacenó a -

20°C durante una noche.  

 

 

- PCR de ratones para el transgén CD5 ITIM-KI.  

Se realizó la genotipificación de los ratones para el gen modificado CD5 ITIM-KI 

utilizando los siguientes primers (cebadores) así como la siguiente mezcla de 

reacción para la reacción de PCR. La banda correspondiente al genotipo de los 

ratones WT tiene un peso de ≈1700 pb; mientras que la correspondiente a ratones 

CD5 ITIM-KI de ≈2000 pb. 

Dirección 5’ → 3’: CGGTGTGGAAGTGCTGACCT 

Dirección 3’ → 5’: TGTTGGGATGGCAGACTGGTT 

 

Tabla 1: Mezcla de reacción de la PCR para genotipificación del transgén 

CD5 ITIM-KI. 

Reactivo Cantidad (μL) (por reacción) 

Agua 15.65 

Buffer PCR 10X 2.0 

MgCl2 (50 mM) 0.75 

dNTPs (2.5 mM) 1.0 

Forward primer  1.25 

Reverse primer 1.25 

DMSO 1.0 

Taq polimerasa.  0.17 

DNA molde 1.2 

 

 

- PCR de ratones para el transgén FoxP3-eGFP.  

Se realizó la genotipificación de los ratones para el gen modificado FoxP3-eGFP 

utilizando los siguientes primers (cebadores) así como la siguiente mezcla de 

reacción para la reacción de PCR. La banda correspondiente al genotipo de los 



 

47 
 

ratones WT, es decir, sin la proteína Foxp3-eGFP, tiene un peso de ≈750 pb; 

mientras que la correspondiente a ratones con dicha proteína FoxP3-eGFP, la 

banda tiene un peso de ≈1000 pb. 

Dirección 5’ → 3’: GCGTAAGCAGGGCAATAG 

Dirección 3’ → 5’: GCATGAGGTCAAGGGTGA 

 

Tabla 2: Mezcla de reacción de la PCR para genotipificación del transgén 

FoxP3-eGFP. 

Reactivo Cantidad (μL) (por reacción) 

Agua 14.65 

Buffer PCR 10X 2.0 

MgCl2 (50 mM) 0.5 

dNTPs (2.5 mM) 0.25 

Mix primers (forward+reverse) 0.5 

DMSO 1.0 

Taq polimerasa.  0.15 

DNA molde 2.0 

 

 

- Gel de electroforesis y análisis de bandas amplificadas por PCR.  

Se prepararon geles de agarosa al 1.5% para correr los productos de la PCR, 

utilizando controles positivos y negativos, control sin DNA, así como el marcador de 

peso molecular (1 kb Plus DNA Ladder, Cat. 10787018, Invitrogen). Las bandas se 

revelaron con filtro UV utilizando el transiluminador Gel Doc™ EZ System (BioRad), 

con posterior análisis utilizando el software ImageLab™ 6.0 (BioRad). 

 

Para el genotipo de los ratones CD5 ITIM-KI, se consideró como WT a aquella 

banda de un peso aproximado de 1700pb, como ITIM-KI alrededor de 2000pb; 

mientras que como genotipo Ht (heterocigota) a aquel producto de reacción que 

presentó ambas bandas (Anexo 1). 
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Para el genotipo de los ratones FoxP3-eGFP, se consideró como WT (es decir, 

FoxP3+) a aquella banda con un peso aproximado de 720-750 pb, como FoxP3-

eGFP a aquella banda con un peso aproximado de 1000 pb; mientras que como 

genotipo Ht (heterocigoto) a aquel producto de reacción que presentó ambas 

bandas (Anexo 1). 

 

Obtención de linfocitos T de órganos linfoides secundarios. 

- Obtención de linfocitos T provenientes de ganglios periféricos (PLNs) y 

ganglios mesentéricos (MLNs).  

Se obtuvieron los ganglios periféricos (axilares, inguinales y braquiales) y 

mesentéricos de los ratones. Posterior a su extracción, se colocaron en cajas Petri 

(35 mm x 10 mm) con medio RPMI-SFB 10%, y se maceraron para la extracción de 

linfocitos T. Se realizó una filtración posterior con una malla de nylon de 60 µm y se 

recibieron en tubos cónicos para centrífuga de 15 mL. Se centrifugaron a 1500 rpm 

durante 5 minutos. Se descartó el sobrenadante y el botón celular se resuspendió 

en 2 mL de medio RPMI-SFB 10% y se filtró nuevamente por la malla de 60 µm. A 

continuación se realizó el conteo celular con el método de exclusión de azul de 

tripano. Se prepararon suspensiones celulares individuales con 2x106 células para 

la posterior tinción superficial con anticuerpos. La tinción se realizó en un volumen 

de 35 μL, a 4°C durante 20 minutos, y protegidos de la oscuridad. Se realizó un 

lavado final adicionando 500 μL de PBS y centrifugando a 1500 rpm durante 5 

minutos. Finalmente, las muestras se fijaron con 500 μL de paraformaldehído al 

0.4% en PBS y se adquirieron en el citómetro de flujo. 

 

- Obtención de Linfocitos T de bazo. 

Se obtuvo el bazo del ratón y posterior a su extracción, se colocó en una caja Petri 

(35 mm x 10 mm) con medio RPMI-SFB 10%, se maceró para la extracción de 

linfocitos T con posterior filtración con una malla de 60 µm y se recibieron en tubos 

cónicos para centrífuga de 15 mL. Se centrifugaron a 1,500 rpm durante 5 minutos. 

Se descartó el sobrenadante y se procedió a la lisis de los eritrocitos al resuspender 

el botón celular utilizando 2 mL de buffer ACK (amoniaco-cloruro-potasio). Un 

minuto después de la adición del buffer ACK, se inactivó adicionando 2 volúmenes 
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de RPMI-SFB 10% SFB (4 mL), y se realizó un lavado a 1,500 rpm por 5 minutos. 

El sobrenadante se descartó y el botón celular se resuspendió en 2 mL de RPMI-

SFB 10%. La suspensión celular se filtró nuevamente y se procedió al conteo celular 

por el método de exclusión de azul de tripano. Se prepararon suspensiones 

celulares individuales con 2x106 células para la posterior tinción superficial con 

anticuerpos. La tinción se realizó en un volumen de 35μL, a 4°C durante 20 minutos, 

y protegidos de la oscuridad. Se realizó un lavado final con PBS, centrifugando a 

1500 rpm durante 5 minutos. Finalmente, las muestras se fijaron con 

paraformaldehído al 0.4% (en PBS) y se adquirieron en el citómetro de flujo. 

 

Ensayo de activación celular in vivo con αCD3 soluble.  

Se administró anticuerpo αCD3 (1 µg por ratón, resuspendido en 300 µL de SSI 

[solución salina isotónica]) o SSI a ratones WT y CD5 ITIM-KI por vía intraperitoneal 

(i.p.). A las 20 h post administración, se extrajeron los órganos linfoides (ganglios 

periféricos, ganglios mesentéricos y bazo). Se obtuvieron los linfocitos como se 

describió anteriormente. La tinción superficial, así como la tinción para evaluar 

muerte celular (Anexina V/7AAD) se realizó a temperatura ambiente. Las 

suspensiones celulares obtenidas al final no se fijaron con paraformaldehído y se 

adquirieron inmediatamente en el citómetro de flujo. 

 

Ensayo de activación y proliferación celular in vitro con αCD3/αCD28. 

Se obtuvieron linfocitos T de ganglios periféricos, mesentéricos y bazo de ratones 

WT o CD5 ITIM-KI. Se realizó la tinción superficial para la identificación de linfocitos 

T CD4+ naive y se llevó a cabo la separación celular (sorting) en citómetro de flujo 

MoFlo XDP (Beckman Coulter) de la población CD4+CD25-CD62L+CD44-/low. Para 

evaluar la proliferación celular, las células obtenidas se tiñeron con CTV (Cell Trace 

Violet, Invitrogen) [5 mM] siguiendo el protocolo del manual del kit. Posteriormente, 

las células se cultivaron en placas de 96 pozos de fondo en U, previamente 

sensibilizadas con anticuerpos α-CD3 y α-CD28 (5 µg/mL c/u). Se cultivaron 3x105 

linfocitos T CD4+ naive por pozo en medio RPMI-SFB 10% suplementado con 

piruvato de sodio, β-mercaptoetanol y aminoácidos no esenciales. Como control 
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positivo, se adicionó el estímulo de PMA/Ionomicina, y como control negativo se 

sembraron células en un pozo sin estímulo de activación. 

 

Las células se recuperaron a las 0, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas y se tiñeron para 

evaluar la expresión de marcadores de activación CD25, CD44, CD69, y CD5. 

Además se evaluaron los ciclos de proliferación, por dilución de CFSE, utilizando la 

técnica de citometría de flujo. 

 

Anticuerpos y citometría de flujo.  

Se utilizaron los siguientes anticuerpos para la tinción superficial y/o intracelular, así 

como los controles de compensación pertinentes. Las muestras se adquirieron en 

el citómetro de flujo Attune NxT (ThermoFisher Scientific - Life Technologies) del 

Laboratorio Nacional de Citometría de Flujo (LabNalCit) del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas, UNAM. Se analizaron los datos utilizando el programa 

de análisis especializado FlowJo V.10. 

 

Tabla 3: Panel de anticuerpos utilizados para la evaluación de poblaciones 

linfocitarias en el modelo ex vivo.  

Antígeno Fluorocromo Clona Marca 

CD4  FITC GK1.5 BioLegend 

APC GK1.5 BioLegend 

PE-Cy5.5 RM4-5 eBioscience 

APC-Cy7 RM4-5 Tonbo Biosciences 

CD8 PE-Cy7 53-6.7 BioLegend 

CD25 PE-Cy5.5 PC61.5 Invitrogen 

CD44 PE IM7 BioLegend 

CD62L  APC-Cy7 MEL-14 BioLegend 

CD5 Alexa Fluor 594 53-7.3 BioLegend 

Viabilidad Aqua Zombie −−−−−−−−− Biolegend 
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Tabla 4: Panel de anticuerpos utilizados para la evaluación de poblaciones 

linfocitarias y muerte celular en el modelo de activación in vivo. 

Antígeno Fluorocromo Clona Marca 

CD4  FITC GK1.5 BioLegend 

PE-CF594 RM4-5 BD Biosciences 

Pacific Blue GK1.5 BioLegend 

APC-Cy7 RM4-5 Tonbo Biosciences 

CD8 PE-Cy7 53-6.7 BioLegend 

CD25 Pacific Blue RM6028 BioLegend 

CD44 PE IM7 BioLegend 

CD62L  APC-Cy7 MEL-14 BioLegend 

Anexina V APC −−−−−−−−− BioLegend 

−−−−−−−−− 7AAD −−−−−−−−− BioLegend 

Para activación, se administró αCD3 soluble (Clona 145-2C11) de BioLegend.  

 

 

Tabla 5: Panel de anticuerpos utilizados para los ensayos de activación y 

proliferación en el modelo de activación in vitro.  

Antígeno Fluorocromo Clona Marca 

CD4 APC GK1.5 BioLegend 

PE-Cy5.5 RM4-5 eBioscience 

APC-Cy7 RM4-5 Tonbo Biosciences 

CD25 PE-Cy5.5 PC61.5 Invitrogen 

CD44 PE IM7 BioLegend 

CD62L  APC-Cy7 MEL-14 BioLegend 

CD5 Alexa Fluor 594 53-7.3 BioLegend 

CD69 FITC HM4001 Caltag 

−−−−−−−−− CTV −−−−−−−−− Invitrogen 

Viabilidad Aqua Zombie −−−−−−−−− Biolegend 

Para sensibilización de placa, se utilizó αCD3 soluble (Clona 145-2C11) de 

BioLegend, y αCD28 soluble (Clona 37.51) de Tonbo Biosciences.  

 

 



 

52 
 

Análisis estadístico. 

El análisis estadístico se realizó utilizando el software GraphPad Prism 8, utilizando 

la prueba de t de Student y ANOVA de dos vías (Tukey post-hoc). Un valor de 

p<0.05 fue considerado estadísticamente significativo. Los datos de las gráficas 

mostradas son expresados como media ± desviación estándar.  

 

 

RESULTADOS 

Determinación de poblaciones de linfocitos T en MLNs, PLNs y Bazo de 

ratones CD5 ITIM-KI ex vivo.  
 

 

 

Figura 8: Estrategia de análisis para la selección de poblaciones linfocitarias en modelo ex 

vivo. Para el análisis de los linfocitos, se desarrolló la estrategia donde (a) se seleccionan 

inicialmente los eventos sencillos, (b) posteriormente con el uso de Aqua Zombie se seleccionan las 

células vivas (AZ-), excluyéndose las muertas (AZ+). (c) A continuación, se selecciona una región 

correspondiente a células o linfocitos utilizando una gráfica de tamaño (FSC) contra complejidad 

(SSC). (d) Para el estudio de las poblaciones, se seleccionaron los linfocitos T CD4+ y CD8+. (e) 

Para los linfocitos T CD4+ se analizaron las poblaciones de células T reguladoras (CD25+FoxP3+). 

(f-g) Finalmente, tanto para CD4+ (f) como CD8+ (g), en una gráfica de CD62L contra CD44, se 

seleccionaron los linfocitos T naive (CD62L+CD44- o CD62L+CD44low-dim) y linfocitos T efectores o 

activados (CD62L- CD44+). 
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En la Figura 8 se muestra el algoritmo de análisis utilizado para la determinación 

de las diferentes poblaciones celulares de linfocitos T en ganglios mesentéricos 

(MLNs) y periféricos (PLNs), así como aquellas que se encuentran en bazo. Al 

analizar las cuentas de cada órgano linfoide secundario en ratones WT y CD5 ITIM-

KI, así como las frecuencias y números absolutos de las poblaciones CD4+ totales 

y CD8+ totales, se encontró que la ausencia del dominio ITIM de CD5 no repercute 

en la celularidad en los órganos, ni en las poblaciones CD4+ y CD8+ totales (Figura 

9). Se procedió a analizar algunas subpoblaciones de linfocitos T CD4+: linfocitos T 

CD4+ naive (CD4+CD44-CD62L+ o CD4+CD44low-dimCD62L+), linfocitos T CD4+ 

efectores o activados (CD4+CD44+CD62L-), así como linfocitos T reguladores 

(CD4+Foxp3+CD25+), sin embargo, estas subpoblaciones tampoco se ven 

afectadas por la ausencia del dominio ITIM de CD5, mostrando valores similares en 

frecuencias y números absolutos (Figura 10).  

 

Lo mismo sucedió al analizar las subpoblaciones de linfocitos T CD8+: linfocitos T 

CD8+ naive (CD8+CD44-CD62L+ o CD8+CD44low-dimCD62L+), linfocitos T CD8+ 

efectores o activados (CD8+CD44+CD62L-) [Figura 11]. De todas estas 

poblaciones se calcularon los incrementos relativos (para la normalización de los 

datos respecto al valor de los ratones silvestres) por experimento independiente, sin 

embargo, tampoco se encontraron diferencias significativas entre las diferentes 

poblaciones y subpoblaciones (Datos no mostrados). 
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Figura 9: La celularidad total de órganos linfoides secundarios, así como frecuencias y 

números absolutos de linfocitos T CD4+ y CD8+ del ratón CD5 ITIM-KI se mantienen similares 

respecto al ratón WT. (a) La celularidad total de los diferentes órganos linfoides secundarios (MLN, 

PLN y Bazo) no varía entre el modelo WT y CD5 ITIM-KI (conteo por el método de Azul de tripano). 

Respecto a los linfocitos T CD4+ totales, los valores de frecuencias (b) y números absolutos (c) son 

similares entre los ratones WT y CD5 ITIM-KI. De igual manera, se encontró que las poblaciones de 

linfocitos T CD8+ totales entre ambos modelos eran similares (d, e). Se muestra la media ± SD. (n: 

MLN=3; PLN=6; Bazo=6). Resultados representativos de 2-4 experimentos independientes. 
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Figura 10: El dominio ITIM de CD5 no altera las poblaciones celulares de linfocitos T CD4+ en 

órganos linfoides secundarios ex vivo. Las diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD4+ (naive, 

efectores/activados y Tregs) provenientes de órganos linfoides secundarios (MLNs, PLNs y bazo) no 

se encontraron alteradas, en frecuencias (a-c) o en números absolutos (d-f). Se muestra la media ± 

SD. (n: MLN=3; PLN=6; Bazo=6). Resultados representativos de 2-4 experimentos independientes. 

 

.   
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Figura 11: El dominio ITIM de CD5 no altera las poblaciones celulares de linfocitos T CD8+ en 

órganos linfoides secundarios en modelo ex vivo. Las diferentes subpoblaciones de linfocitos T 

CD8+ (naive, efectores/activados) provenientes de órganos linfoides secundarios (MLNs, PLNs y 

bazo) no se encontraron alteradas, en frecuencias (a-b) y números absolutos (c-d). Se muestra la 

media ± SD. (n: MLN=3; PLN=6; Bazo=6). Resultados representativos de 2-4 experimentos 

independientes. 

 

 

Expresión de CD5 en poblaciones de linfocitos T de ratones CD5 ITIM-KI ex 

vivo. 
 

Se evaluaron los niveles de expresión de CD5 en las poblaciones de linfocitos T 

CD4+ y CD8+. Sorprendentemente, se encontró que en las poblaciones de linfocitos 

T CD4+ totales había una mayor expresión de CD5 en los linfocitos T provenientes 

de ratones CD5 ITIM-KI, respecto a su contraparte WT, en los tres órganos linfoides 

secundarios analizados (MLNs, PLNs y bazo) [Figura 12a]. Se procedió a analizar 

las subpoblaciones T naive, efectoras/activadas y de linfocitos T reguladores, 

encontrándose también elevados los niveles de expresión de CD5 en linfocitos 

provenientes de ratones CD5 ITIM-KI (Figura 12b-d).  
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Figura 12: El dominio ITIM de CD5 regula los niveles de expresión de CD5 en linfocitos T CD4+. 

En los ratones KI para el motivo ITIM de CD5, hay una mayor expresión de CD5 en las diferentes 

subpoblaciones de linfocitos T CD4+: linfocitos T CD4+ totales (a), linfocitos T reguladores (b), 

linfocitos T CD4+ naive (c) y linfocitos T CD4+ efectores/activados (d). Se muestran graficados los 

incrementos relativos de la IMF (Intensidad Media de Fluorescencia) de los linfocitos T provenientes 

de ratones CD5 ITIM-KI, respecto al ratón WT. Se muestra media ± SD. (n: MLN=3; PLN=6; Bazo=6). 

Resultados representativos de 2-4 experimentos independientes. 

 

 

De manera similar, los niveles de CD5 también se encontraron significativamente 

elevados en linfocitos T CD8+ totales provenientes de ratones CD5 ITIM-KI, 

respecto a su contraparte WT en los tres órganos linfoides secundarios analizados 

(Figura 13a). Cuando se analizaron las subpoblaciones naive y efectoras/activadas, 

se encontraron niveles incrementados de CD5 únicamente en linfocitos T CD8+ 

naive provenientes de los tres órganos linfoides analizados (Figura 13b) de ratones 

CD5 ITIM-KI, mientras que en linfocitos T CD8+ efectores/activados este incremento 

en los niveles de CD5 solamente se evidenció en aquellos linfocitos T provenientes 

de bazo, respecto a su control WT. 
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Figura 13: El dominio ITIM de CD5 regula los niveles de expresión de CD5 en linfocitos T CD8+.  

En los ratones KI para el motivo ITIM de CD5, hay una mayor expresión de CD5 en las diferentes 

subpoblaciones de linfocitos T CD8+: linfocitos T CD8+ totales (a), linfocitos T CD8+ naive (b) y 

linfocitos T CD8+ efectores/activados (c). Se muestran graficados los incrementos relativos de la IMF 

(Intensidad Media de Fluorescencia) de los linfocitos T provenientes de ratones CD5 ITIM-KI, 

respecto al ratón WT. Se muestra la media ± SD. (n: MLN=3; PLN=6; Bazo=6). Resultados 

representativos de 2-4 experimentos independientes. 

 

 

Este incremento de expresión de los niveles de CD5 de los linfocitos T provenientes 

de ratones CD5 ITIM-KI nos podría estar indicando que este dominio regula 

negativamente la expresión de esta molécula (CD5), ya que su ausencia provoca 

una elevación en la expresión de estos de manera significativa en las principales 

subpoblaciones de linfocitos T.  
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Evaluación de la activación y muerte celular en ratones CD5 ITIM-KI tras 

administración de α-CD3 en un modelo in vivo. 

CD5 regula la señalización río abajo del TCR, ya que la ausencia de CD5 en 

timocitos los hace hiperresponsivos, sugiriendo un papel para CD5 como atenuador 

de la señal del TCR 66,67; mientras que a nivel periférico, se ha encontrado que la 

estimulación in vivo de ratones deficientes de CD5 con α-CD3 provoca una 

sobreactivación del linfocitos T que viene acompañado de un aumento en la 

expresión de marcadores de activación, hiperfosforilación de proteínas 

señalizadoras 106 que los conducen a la muerte por apoptosis 64. Lo que no se 

conoce es si alguna región específica de CD5 es la responsable de estos efectos o 

si contribuye a estos. 

 

Para ello se evaluó la activación de linfocitos T in vivo al estimular ratones WT y 

CD5 ITIM-KI con 1 µg de α-CD3, vía i.p., durante 20 h. Se procedió a la obtención 

de los linfocitos T provenientes de MLN, PLN y bazo para su posterior análisis 

utilizando el marcador de activación CD44+, caracterizando una población efectora 

o activada. Además, se analizó la tasa de muerte, ya sea por procesos de apoptosis 

(Anexina V+) o necrosis (7AAD+ Anexina V-).  

 

En la Figura 14 se muestra el algoritmo de análisis utilizado para la determinación 

de las poblaciones CD4+ y CD8+, así como el gráfico utilizado para la determinación 

de la muerte que sufrió cada población por el tratamiento. Como nota adicional, 

cabe resaltar que para la selección de eventos caracterizados como linfocitos 

(Figura 14b), se seleccionó una región de tamaño (FSC) versus complejidad (SSC) 

amplia, para incluir también a los linfocitos activados puesto que estos parámetros 

cambian tras activación celular 137 o en procesos de muerte celular 138. 

 

Se utilizaron 4 grupos experimentales, como controles ratones WT de los cuáles se 

crearon dos grupos, uno con ratones administrados con solución salina (WT) y otro 

con ratones administrado con αCD3 vía i.p. (WT + αCD3), fungiendo como control 

positivo. Y como grupos experimentales ratones CD5 ITIM-KI administrados con 

solución salina isotónica (KI) y ratones administrados con αCD3 vía i.p. (KI + αCD3).  
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Figura 14: Estrategia de análisis para la selección de poblaciones linfocitarias para análisis 

de la activación y muerte celular de linfocitos T en un modelo de activación in vivo. Para el 

análisis de los linfocitos, se desarrolló un algoritmo de análisis donde (a) se seleccionan inicialmente 

los eventos sencillos, posteriormente (b) se seleccionan las células o linfocitos utilizando una gráfica 

de tamaño (FSC) contra complejidad (SSC), haciendo un gate más amplio para seleccionar aquellas 

células activadas y/o muertas; (c) a continuación se seleccionaron los linfocitos T CD4+ y CD8+. (d) 

Para los linfocitos T CD4+ se analizaron las poblaciones de células T reguladoras (CD25+FoxP3+). 

Además, tanto para CD4+ (e) como CD8+ (f), en una gráfica de CD62L contra CD44, se 

seleccionaron los linfocitos T naive (CD62L+CD44- o CD62L+CD44neg-dim), linfocitos T efectores o de 

memoria efectora (CD62L- CD44+) y linfocitos T de memoria central (CD62L+CD44+). Finalmente, (g) 

se realizó un gráfico de 7AAD (molécula con alta afinidad de unión al DNA) vs Anexina V (proteína 

que se une a residuos de fosfatidilserina), para identificar los tipos de muerte celular, donde Anexina+ 

se clasificó como muerte por apoptosis, mientras que 7AAD+ como muerte por necrosis. 

 

 

En la Figura 15 se muestran los patrones observados (en un experimento 

independiente) donde se puede observar el efecto cualitativo o visual que tiene la 

administración de αCD3 en las poblaciones de linfocitos T en ganglios linfáticos 

mesentéricos (MLNs). Se ve la transición de un fenotipo de linfocito T naive (ya sea 

CD4+ o CD8+) a un fenotipo efector/activado, dado por la expresión del marcador 

de activación CD44, reflejándose en una disminución de la población de linfocitos T 
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naive (CD44-/lowCD62L+) y como consecuencia, en un aumento de la población de 

linfocitos T efectores/activados (CD44+CD62L-). Sorprendentemente, en este 

análisis cualitativo, se observa que esta mayor activación o esta transición descrita, 

es mayor en aquellos ratones CD5 ITIM-KI que fueron administrados con αCD3 

respecto a aquellos WT que también fueron administrados. Esto se muestra tanto 

para linfocitos T CD4+ como CD8+. Este mismo patrón se observó en ganglios 

linfáticos periféricos y en bazo (datos no mostrados).  

Figura 15: Activación de linfocitos T in vivo en MLNs tras el tratamiento con αCD3. Se muestran 

imágenes representativas de poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ provenientes de ganglios 

mesentéricos (MLNs). Se puede observar el efecto que tiene la administración de αCD3 en ratones 

WT y CD5 ITIM-KI, vía i.p., observando que hay una mayor activación o transición a un fenotipo 

activado dado por la expresión del marcador de activación CD44+, es decir, la disminución de aquella 
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población de linfocitos T naive (CD44-/lowCD62L+) dado por un aumento de la población de linfocitos 

T efectores/activados (CD44+CD62L-). 

 

Al analizar las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ totales en los diferentes 

órganos linfoides, se observó que la administración de αCD3 provoca la disminución 

de las frecuencias de ambas poblaciones en los diferentes órganos linfoides 

secundarios (Figura 16), tanto de ratones WT como aquellos CD5 ITIM-KI, en 

comparación con la administración de SSI.  

 

Estas disminuciones no se replicaron en la población de linfocitos T CD4+ al analizar 

los números absolutos, descartando así la posibilidad de que la disminución 

observada en frecuencias de linfocitos T CD4+ estuviera dada por un incremento 

en la muerte de éstos. Por lo tanto, es posible que otra población pudiera estar 

incrementada, causando la disminución en las frecuencias de linfocitos T CD4+ 

totales. De manera opuesta en los linfocitos T CD8+ totales, se encontró una 

disminución en números absolutos en respuesta al tratamiento con αCD3, abriendo 

la posibilidad de que esta disminución se deba a un aumento en la muerte de éstos.  

 

Figura 16: La administración de αCD3 a los ratones, tanto WT como CD5 ITIM-KI provoca un 

decremento en linfocitos T CD4+ y CD8+. El análisis de las poblaciones de linfocitos T CD4+ y 
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CD8+ no mostró diferencias significativas entre el ratón WT o el ratón CD5 ITIM-KI, solo se puede 

observar que la administración de αCD3 lleva a una reducción de cada población, respecto a 

administrar SSI. Se muestra media ± SD. (n: WT=4; WT+αCD3=5; KI=5; KI+αCD3=5). Se muestran 

dos experimentos independientes. Anova de dos vías, posthoc Tukey; *p<0.05, **p<0.01; ***p<0.001; 

****p<0.0001.  

 

Se procedió a analizar las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+, con el fin 

de observar si la administración de αCD3 provocó la activación o algún cambio entre 

estas subpoblaciones. Al momento de analizar las subpoblaciones de linfocitos T 

CD4+ se encontró en MLNs de manera similar a lo observado en la Figura 15, que 

los linfocitos T CD4+ provenientes de ratones CD5 ITIM-KI tienden a activarse más, 

lo cual se refleja en una disminución en las frecuencias de linfocitos T CD4+ naive 

y un aumento en las de linfocitos T CD4+ efectores/activados (Figura 17a). Sin 

embargo, la ausencia del motivo ITIM no evidenció diferente grado de activación en 

otros órganos linfoides ni se observó la misma tendencia al analizar los números 

absolutos de estas poblaciones en MLNs (Figura 17b). 

 

Figura 17: Los linfocitos T CD4+ del ratón CD5 ITIM-KI muestran una mayor activación tras 

administración de αCD3 respecto a los provenientes del ratón WT.  Tras la administración ip de 

αCD3 a ratones CD5 ITIM-K, (a) se mostró una tendencia en estas células a sufrir una mayor 

activación que su contraparte WT, esto observado a través de la disminución de la frecuencia de la 
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población de linfocitos T CD4+ naive y un aumento de aquellos linfocitos T CD4+ efectores/activados, 

esto en MLNs. En los demás órganos linfoides secundarios (PLNs y bazo) no se encontraron 

resultados similares. En linfocitos T reguladores (Tregs) se encontró que la administración de αCD3 

lleva al aumento en las frecuencias de estos en MLNs. (b) Respecto a números absolutos, en MLNs 

únicamente se encontró que la administración de αCD3, tanto en ratones WT como CD5 ITIM-KI, 

lleva a la disminución de linfocitos T CD4+ naive. Se muestra media ± SD. (n: WT=4; WT+αCD3=5; 

KI=5; KI+αCD3=5). Dos experimentos independientes. Anova de dos vías, posthoc Tukey; *p<0.05, 

**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.  

  

A continuación se analizaron las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ para 

investigar si la administración de αCD3 provocaba una mayor activación en linfocitos 

T provenientes de ratones CD5 ITIM-KI, como lo observado en los linfocitos T CD4+ 

De manera similar, se encontró que los linfocitos T CD8+ provenientes de ratones 

CD5 ITIM-KI se activan más tras la administración de αCD3, respecto a su 

contraparte WT (Figura 18).  

 

Figura 18: Los linfocitos T CD8+del ratón CD5 ITIM-KI se activan más tras administración de 

αCD3 que los provenientes del ratón WT. Tras la administración de αCD3 se encontró que los 

linfocitos T CD8+ de los ratones CD5 ITIM-KI provenientes de ganglios linfáticos mesentéricos (MLN) 

se activan más que los provenientes de su contraparte WT, esto al comparar frecuencias de estas 

subpoblaciones. (a) Se encontró la disminución significativa de las frecuencias de linfocitos T CD8+ 
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naive y el aumento significativo de la subpoblación de linfocitos T CD8+ efectoras/activadas tras 

estimulación con αCD3, incluso aún más que lo observado en linfocitos T CD8+ provenientes de 

ratones WT. Para los otros dos órganos linfoides secundarios analizados (PLNs y bazo) no se 

encontró este efecto. (b) Al momento de analizar los números absolutos de estas subpoblaciones no 

se encontró esta mayor activación de los linfocitos T CD8+ CD5 ITIM-KI, sin embargo, si es posible 

observar para la subpoblación de linfocitos T CD8+ naive que, tanto linfocitos T provenientes de 

ratones WT como CD5 ITIM-KI, disminuye tras la administración de αCD3. Se muestra media ± SD. 

(n: WT=4; WT+αCD3=5; KI=5; KI+αCD3=5). Dos experimentos independientes. Anova de dos vías, 

posthoc Tukey; *p<0.05, **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.  

 

 

Esta activación incrementada se refleja en una disminución de las frecuencias de 

linfocitos T CD8+ naive, a la par de un incremento en las frecuencias de linfocitos T 

CD8+ efectores/activados de MLNs (Figura 18a). Sin embargo, al realizar el análisis 

utilizando números absolutos (Figura 18b), no se observaron diferencias 

significativas, ni tampoco en los otros órganos linfoides secundarios analizados. 

 

El hecho de observar algunas diferencias entre las frecuencias y números absolutos 

entre experimentos provocó que se presentaran desviaciones estándar con valores 

altos, las cuáles podrían estar enmascarando cambios impidiendo que fueran 

observados. Por lo tanto, se procedió a la normalización de los datos mediante el 

cálculo de incrementos relativos, tanto de frecuencias, como de números absolutos, 

mostrando los resultados obtenidos a continuación. 

 

Cuando se normalizaron los datos, al analizar las subpoblaciones de linfocitos T 

CD4+ se encontró la disminución en las frecuencias de linfocitos T CD4+ naive 

significativa, mientras que para el aumento de linfocitos T CD4+ efectores/activados 

se observó una tendencia más clara (p=0.065) [Figura 19a]. Respecto a las 

frecuencias de Tregs, tras normalizar, se encontró un aumento más evidente tras 

administrar αCD3, pero sin mostrar diferencias entre células provenientes de 

ratones WT y CD5 ITIM-KI. Además, se observó una disminución significativa en los 

números absolutos de linfocitos T CD4+ efectores/activados provenientes de PLNs 

en el ratón CD5 ITIM-KI administrado con αCD3, a diferencia de su contraparte WT 

(Figura 19b). Y de manera contraria, en bazo se evidenció una mayor activación 
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dada por un incremento en los números absolutos de linfocitos T CD4+ 

efectores/activados provenientes de ratones CD5 ITIM-KI administrados con αCD3 

(Figura 19b), reflejando una mayor activación de esta población en este órgano 

linfoide. 

 

Figura 19: Incrementos relativos de las frecuencias de las poblaciones de linfocitos T CD4+ 

de MLN muestran mayor activación tras la administración de αCD3 en los provenientes de 

ratones CD5 ITIM-KI respecto a su contraparte WT. Los incrementos relativos de las diferentes 

poblaciones de linfocitos T CD4+ muestran el efecto del tratamiento tras la administración de αCD3 

en el ratón WT o el ratón CD5 ITIM-KI, en frecuencias (a) o números absolutos (b). En cuanto a RI 

de las frecuencias, se ve una disminución y aumento entre el ratón WT y KI tras la administración de 

αCD3, en linfocitos T CD4+ naive y efectores de MLNs, respectivamente. Además, en cuanto a 

números absolutos, los PLNs mostraron un aumento de linfocitos T CD4+ efectores y de memoria 

central, así como disminución de Tregs, tras tratamiento de αCD3 en ratón CD5 ITIM-KI respecto a 

ratón WT. Se muestra media ± SD. (n: WT=4; WT+αCD3=5; KI=5; KI+αCD3=5). Dos experimentos 

independientes. Anova de dos vías, posthoc Tukey; *p<0.05, **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.  

 

Mientras que para los datos normalizados (es decir, el cálculo de incrementos 

relativos) de los linfocitos T CD8+, se mantuvo el comportamiento previamente 

observado en la Figura 18. Se encontró una mayor activación tras estimulación con 

αCD3 de aquellos linfocitos T CD8+ de MLNs provenientes de ratones CD5 ITIM-KI 
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respecto a su contraparte WT, dado por una disminución significativa de linfocitos T 

CD8+ naive y un aumento de aquellos CD8+ efectores/activados (Figura 20a). De 

manera interesante, al momento de utilizar datos normalizados, encontramos que 

al analizar los números absolutos de las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ ahora 

se encontraron tendencias a un mayor número de linfocitos T CD8+ 

efectores/activados en ausencia del dominio ITIM de CD5 tras administración de 

αCD3, a comparación de aquellos con el dominio ITIM de CD5 intacto (Figura 20b). 

 

Figura 20: Incrementos relativos de las frecuencias de las poblaciones de linfocitos T CD8+ 

en ratones CD5 ITIM-KI versus WT. Se muestra un incremento en las frecuencias de linfocitos T 

activados y disminución en los números absolutos de linfocitos T naive de ratones CD5 ITIM-KI tras 

administración de αCD3, respecto a su contraparte WT. Los incrementos relativos de las diferentes 

poblaciones de linfocitos T CD8+ muestran el efecto del tratamiento tras la administración de αCD3 

en el ratón WT o el ratón CD5 ITIM-KI, en frecuencias (a) o números absolutos (b). En cuanto a los 

incrementos relativos de las frecuencias, se observa un aumento de linfocitos T CD4+ efectores 

(provenientes de MLNs) entre el ratón WT y KI tras la administración de αCD3. Además, para los RI 

de números absolutos, los linfocitos T CD8+ naive y de memoria central de MLNs y PLNs, 

respectivamente, se encontraron disminuidos en el ratón CD5 ITIM-KI administrado con αCD3 
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respecto al WT administrado. Se muestra media ± SD. (n: WT=4; WT+αCD3=5; KI=5; KI+αCD3=5). 

Dos experimentos independientes. Anova de dos vías, posthoc Tukey; *p<0.05, **p<0.01; 

***p<0.001; ****p<0.0001.  

 

A continuación, se evaluó la expresión del marcador CD25. Al evaluar su expresión 

tras activación de los linfocitos T obtenidos de ratones WT y CD5 ITIM-KI, se 

observó para linfocitos T CD4+, en MLNs y PLNs, que la estimulación provocó un 

aumento en la expresión de este marcador, sin encontrar diferencias entre ambos 

modelos de ratones (Figura 21a). Sin embargo, al analizar la expresión de CD25 

en linfocitos T CD8+, se encontró que, tanto para aquellos provenientes de PLNs y 

de bazo, los linfocitos T carentes del dominio ITIM de CD5 presentaron mayores 

niveles de CD25 tras estimulación con αCD3, respecto a los provenientes de ratones 

WT igualmente administrados (Figura 21b). Este dato nos lleva una vez más a 

pensar que la ausencia de este dominio ITIM de la molécula CD5 puede estar 

teniendo parte del papel de regulador negativo de la señal del TCR que tiene CD5, 

comprobado ahora mediante la expresión de CD25.  

 

Figura 21: CD25 funciona como marcador de activación de linfocitos T, y los linfocitos T CD8+ 

de PLNs y bazo del ratón CD5-ITIM expresan mayores niveles de CD25 tras la administración 

de αCD3, respecto a su contraparte WT. Los linfocitos T CD4+ (a) muestran una mayor expresión 

de CD25 (marcador relacionado con la activación linfocitaria) en aquellos estimulados con αCD3, 

siendo consistente con la activación esperada, sin embargo no se mostró diferencia entre aquellos 

provenientes de ratones WT y CD5 ITIM-KI. Por otro lado, los linfocitos T CD8+ (b) muestran 

aumento en los niveles de expresión del marcador CD25 tras administración con αCD3, 

observándose diferencias significativas tras administración de αCD3 entre ratones WT y CD5-ITIM 
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en linfocitos provenientes de PLNs y bazo. Este incremento es mayor en aquellos linfocitos T CD8+ 

CD5 ITIM-KI, indicando una mayor activación respecto a aquellos proveniente de ratones WT. Se 

muestra media ± SD. (n: WT=4; WT+αCD3=5; KI=5; KI+αCD3=5). Dos experimentos independientes. 

Anova de dos vías, posthoc Tukey; *p<0.05, **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.  

 

En resumen, los resultados anteriores nos sugieren que el dominio ITIM de CD5 

posee un papel modulador de la activación de los linfocitos T CD4+ y CD8+, ya que 

en su ausencia, se muestra una mayor activación de estos tras estimulación del 

complejo TCR/CD3 por administración de αCD3 soluble, observado como la 

disminución de linfocitos T naive y aumento de linfocitos T efectores/activados. Todo 

esto parece sugerir que el dominio ITIM contribuye al papel de regulación negativa 

que ejerce CD5 sobre la señal del TCR.  

 

De igual manera, estos resultados nos llevan a pensar si la disminución observada 

de linfocitos T CD4+ y CD8+ totales en la Figura 16 o la disminución observada en 

las Figuras 17-20 de linfocitos T naive pueda deberse también, en parte, a una 

sobreestimulación que pudiera llevar a la inducción de procesos de muerte celular 

inducida por activación (AICD).  

 

Por lo tanto, se procedió a analizar la muerte celular de las diferentes poblaciones 

de linfocitos T mediante la técnica de tinción de Anexina V y 7AAD. Sin embargo, al 

analizar los diferentes datos experimentales, no se encontraron diferencias 

significativas entre los valores de frecuencias de muerte de linfocitos T CD4+ o 

CD8+, ni sus diferentes subpoblaciones, ya sea en condiciones basales (control con 

SSI) o tras el tratamiento con αCD3 en ratones WT o CD5 ITIM-KI. Tampoco se 

encontraron diferencias en los patrones de muerte observados por la ausencia del 

dominio ITIM de CD5 respecto a su contraparte WT. En las Figuras 22-24 se 

muestran las muertes de las diferentes poblaciones en MLN (Figura 22), en PLN 

(Figura 23), y en bazo (Figura 24). De manera interesante, en la Figura 23 se 

observa que los linfocitos T CD4+ totales provenientes de PLNs del ratón CD5 ITIM-

KI muestran una menor frecuencia de células vivas y una mayor frecuencia de 

muertas por necrosis respecto al ratón WT, esto de manera “basal”, ya que se 

observó solamente entre grupos sin administración de αCD3.   
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Figura 22: Los linfocitos T provenientes de ratones WT y de ratones CD5 ITIM-KI muestran el 

mismo patrón de muerte en MLNs tras administración de αCD3. Se analizó la tasa (frecuencia) 

de muerte de los 4 grupos experimentales (WT, WT+ αCD3, KI, KI αCD3) de las diferentes 

poblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+ y sus subpoblaciones (naive, efectoras y Tregs) en MLNs. 

Los tipos de muerte celular de los linfocitos T estudiados fueron apoptosis y necrosis, el primero 

caracterizado por la marca/tinción positiva de Anexina V, y la segunda por la marca/tinción positiva 

de 7AAD; mientras que aquellas células dobles negativas a ambos marcadores se clasificaron como 

células vivas. No se observaron diferencias entre las células vivas o muertas (apoptosis y necrosis) 

de las diferentes poblaciones/subpoblaciones entre los 4 grupos experimentales. Se muestra media 

± SD. (n: WT=4; WT+αCD3=5; KI=5; KI+αCD3=5). Dos experimentos independientes. Anova de dos 

vías, posthoc Tukey. 
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También se realizó el análisis de los números absolutos de células vivas o muertas 

(por apoptosis o necrosis) de estas poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+, no 

obstante, tampoco se encontraron diferencias entre linfocitos T con el mismo fondo 

genético (WT o CD5 ITIM-KI) o comparando entre ambos fondos (WT vs CD5 ITIM-

KI) [Datos no mostrados].  

 

Figura 23: Los linfocitos T provenientes de ratones WT y de ratones CD5 ITIM-KI muestran el 

mismo patrón de muerte en PLNs tras administración de αCD3. Se analizó la tasa (frecuencia) 

de muerte de los 4 grupos experimentales (WT, WT+ αCD3, KI, KI αCD3) de las diferentes 

poblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+ y sus subpoblaciones (naive, efectoras y Tregs) en PLNs. 

Los tipos de muerte celular de los linfocitos T estudiados fueron apoptosis y necrosis, el primero 

caracterizado por la marca/tinción positiva de Anexina V, y la segunda por la marca/tinción positiva 

de 7AAD; mientras que aquellas células dobles negativas a ambos marcadores se clasificaron como 

células vivas. No se observaron diferencias entre las células vivas o muertas (apoptosis y necrosis) 

de las diferentes poblaciones/subpoblaciones entre los 4 grupos experimentales, salvo entre 

aquellos linfocitos provenientes de ratones WT y CD5 ITIM-KI sin tratamiento, encontrándose menos 

células vivas en ratón CD5 ITIM-KI, y más muertas por necrosis.  Se muestra media ± SD. (n: WT=4; 
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WT+αCD3=5; KI=5; KI+αCD3=5). Se muestrasn los datos de dos experimentos independientes. 

Anova de dos vías, posthoc Tukey. 

 

De igual manera para los datos de frecuencias y números absolutos se normalizaron 

los datos mediante el cálculo de incrementos relativos, pero en ninguno de los 

análisis mencionados se encontraron diferencias significativas relevantes en 

ratones WT o CD5 ITIM-KI o entre ellos (datos no mostrados). Estos resultados 

podrían indicarnos que el dominio ITIM de CD5 no contribuye a la regulación de 

procesos de muerte inducidos por activación, ya que su ausencia no muestra 

incremento o protección de muerte del linfocito T. 

 

Figura 24: Los linfocitos T provenientes de ratones WT y de ratones CD5 ITIM-KI muestran el 

mismo patrón de muerte en bazo tras administración de αCD3. Se analizó la tasa (frecuencia) 

de muerte de los 4 grupos experimentales (WT, WT+ αCD3, KI, KI + αCD3) de las diferentes 

poblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+ y en distintos estadios de diferenciación funcional (naive, 

efectoras y Tregs) en MLNs. Los tipos de muerte celular de los linfocitos T estudiados fueron 

apoptosis y necrosis, el primero caracterizado por la marca/tinción positiva de Anexina V, y la 

segunda por la marca/tinción positiva de 7AAD; mientras que aquellas células dobles negativas a 

ambos marcadores se clasificaron como células vivas. No se observaron diferencias entre las células 
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vivas o muertas (apoptosis y necrosis) de las diferentes poblaciones/subpoblaciones entre los 4 

grupos experimentales. Se muestra media ± SD. (n: WT=4; WT+αCD3=5; KI=5; KI+αCD3=5). Se 

muestran los datos de dos experimentos independientes. Anova de dos vías, posthoc Tukey. 

 

 

Evaluación de la activación y proliferación celular de linfocitos T naive CD4+ 

tras estimulación con αCD3 y αCD28 in vitro. 

Como los resultados anteriores indicaron una mayor activación de linfocitos T 

provenientes de ratones CD5 ITIM-KI, dado por la disminución de linfocitos T naive 

y aumento de aquellos con un fenotipo efector o activado, se llevó a cabo un modelo 

de activación in vitro a partir de linfocitos T naive, para evaluar una población más 

homogénea y en condiciones “más controladas”  Estos linfocitos T naive son células 

que no han sido activadas previamente por un antígeno, a pesar de tener un nivel 

de estimulación basal por contactos constantes con moléculas del MHC cargadas 

con péptidos propios 139. De esta manera, al usar esta población de linfocitos T se 

busca tener un modelo con una respuesta más homogénea donde no interfieran 

células más sensibles a la activación, como lo pueden ser linfocitos T efectores o 

de memoria, o los mismos linfocitos T CD8+ 25,27. Para este modelo, también fue 

necesario adicionar un coestímulo debido a la ausencia de células presentadoras 

de antígeno que lo pudiesen proveer (APCs), por lo que los linfocitos T naive CD4+ 

se estimularon con αCD3 y αCD28.  

 

Se aislaron por sorting celular linfocitos T CD4+ naive de ratones WT y CD5-ITIM 

con base a la combinación de marcadores CD4+CD25-CD62L+CD44-/lo. Se 

activaron 3x105 linfocitos T naive in vitro utilizando αCD3 y αCD28 (1 μg/mL), para 

evaluar la expresión de diferentes marcadores de activación CD69, CD44, CD25 y 

CD5 durante la cinética de activación (0-120 h). 

 

En paralelo, para evaluar la proliferación celular, se evaluó la dilución del colorante 

CTV durante el tiempo de activación. Al igual que en el algoritmo de análisis utilizado 

para la evaluación del modelo de activación in vitro, se realizó una selección más 

permisiva con los parámetros de tamaño y complejidad (figura 25), ya que estos 
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parámetros se ven alterados en procesos de activación celular 137 o de muerte 

celular 138.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Estrategia para el análisis de marcadores de activación y proliferación de linfocitos 

T naive CD4+ tras activación in vitro. Para el análisis de los marcadores de activación (CD69, 

CD44, CD25 y CD5), así como la proliferación (CTV) de los linfocitos T CD4 naive (CD4+CD25-

CD62L+CD44-/lo).  (a) Se seleccionan inicialmente los eventos sencillos, posteriormente (b) las 

células correspondientes a los linfocitos utilizando una gráfica de tamaño (FSC) contra complejidad 

(SSC), (c) y aquellas células vivas (AZ-) a través de una selección negativa del marcador de 

viabilidad Aqua Zombie. (d) Se procedió a seleccionar los linfocitos T CD4+, y es importante recalcar 

que a partir de las 48h, se seleccionó la población de linfocitos con mayor expresión de CD4. Las 

figuras son representativas de linfocitos T naive CD4 de un ratón WT a las 96 post-estimulación. 

 

Los resultados presentados son preliminares, ya que corresponden únicamente a 

un experimento independiente con n = 1. En la Figura 26 se muestra la gMFI para 

los marcadores CD69, CD44, CD25 y CD5. Se encontró que los linfocitos T CD4+ 

naive del ratón CD5-ITIM se activan menos a tiempos largos, o que la cinética de 

expresión de estos marcadores disminuye más rápido que aquellos linfocitos T 

naive CD4 del ratón WT. Esto sucede para los cuatro marcadores de activación 

evaluados. Dichos resultados contrastan con lo encontrado en el modelo in vivo, 
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que indican que tras la activación con αCD3 (como estímulo del complejo 

TCR/CD3), existe una mayor activación en el ratón CD5 ITIM-KI.  

 

Esto podría suceder porque se llevó a cabo el análisis mencionado a un tiempo corto 

(20 h), mientras que este análisis in vitro se realizó un seguimiento a través del 

tiempo de dicha activación, encontrándose esta menor activación a tiempos largos 

de estímulo (>48 h). Estos experimentos nos podrían ayudar a dilucidar que sucede 

en la activación de estos ratones transgénicos (CD5 ITIM-KI) a tiempos largos y 

poder comprender mejor el papel del dominio ITIM de CD5 en estos procesos de 

activación linfocitaria.  

 

Figura 26: Análisis de la cinética de activación de linfocitos T CD4+ naive del ratón CD5 ITIM-

KI y WT. tras activación in vitro con αCD3/ αCD28. Los linfocitos T naive (CD4+CD25-

CD62L+CD44-/lo) se estimularon in vitro con αCD3/αCD28 y se evaluó la expresión de marcadores 

relacionados con la activación linfocitaria (CD69, CD44, CD25 y CD5) a través del tiempo (0, 12, 24, 

48, 72, 96 y 120 h). Se halló que a tiempos de activación largos, >48 h, los marcadores de activación 

de linfocitos T CD4+ naive provenientes de ratones CD5 ITIM-KI disminuyen más rápidamente o no 

se alcanzan los mismos niveles que aquellos linfocitos T CD4+ naive provenientes de ratones WT. 

Se muestra la media geométrica de la MFI. n = 1. 
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Se procedió a analizar la proliferación celular de estos linfocitos T CD4+ naive tras 

esta estimulación del complejo TCR/CD3 calculando el índice de proliferación, 

índice de división y frecuencia precursora. Estos parámetros fueron evaluados a 

partir de las 48 h post estimulación, debido a que a tiempos menores, no se observó 

proliferación celular por dilución del colorante CTV utilizado. Cabe señalar que este 

colorante funciona de manera comparable al CFSE, asegurando la medición de 8-

10 divisiones celulares 140.  

 

Al evaluar la proliferación de los linfocitos T CD4+ naive tras el estímulo con αCD3 

y αCD28 (Figura 27), no se encontraron diferencias entre los linfocitos T CD4+ 

naive provenientes de ratones WT o CD5 ITIM-KI entre 48 y 96h.  Sin embargo, en 

el último tiempo evaluado (120 h), se observó una menor proliferación en los 

linfocitos T naive del ratón CD5-ITIM respecto al ratón WT, aunque este dato debe 

ser considerado como preliminar. 
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Figura 27: Los linfocitos T CD4+ naive provenientes de ratones CD5 ITIM-KI presentan menor 

proliferación celular tras 120 h de activación in vitro con αCD3/ αCD28. a) Se midió la 

proliferación de los linfocitos T CD4+ naive a través del tiempo por la dilución del CTV (Cell Trace 

Violet), se muestra una gráfica de puntos representativa de 7 ciclos de proliferación de un ratón WT 

a las 96 h. b-d) Al realizar los cálculos para analizar los diferentes índices relacionados con 

proliferación celular (índice de proliferación, índice de división y frecuencia precursora), se observó 

que aquellos linfocitos T CD4+ naive provenientes del ratón CD5-ITIM presentan menor proliferación 

a las 120 h de activación, en comparación con los linfocitos T naive CD4+ provenientes del ratón 

WT. La gráfica representa un experimento independiente (n = 1). 
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DISCUSIÓN 

 

En este estudio se utiliza por primera vez un modelo in vivo dirigido a dilucidar el 

papel del dominio ITIM de CD5 como regulador negativo de la señal del TCR. El 

ratón CD5-ITIM es un ratón knock-in, ya que a diferencia de ratones knock-out 

donde se elimina el gen completo, en éste se sustituye por recombinación homóloga 

el DNA original por una secuencia mutada en la cual, las tirosinas dentro del dominio 

ITIM (Y429-Y441) de CD5 se mutaron por alaninas. Este tipo de modelos murinos 

permite evaluar la función de un receptor específico, o de una parte de la estructura 

de un receptor específico, de una manera más fisiológica, ya que el gen mantiene 

sus elementos transcripcionales reguladores endógenos, lo que evita algunos de 

los artefactos que pueden derivarse de la expresión transgénica o de la eliminación 

del gen de interés, como el caso de los modelos knock-out. 

 

Se ha postulado a CD5 como un regulador negativo de la señal del TCR, con un 

papel importante durante la ontogenia del linfocito T, desde su desarrollo en el timo, 

hasta su activación y diferenciación en célula efectora en los diferentes tejidos 

periféricos 65. Como se ha mencionado, CD5 ejerce una modulación de la señal del 

TCR en linfocitos T periféricos evitando una sobreactivación de éstos tras la 

estimulación antigénica 64. Para dilucidar los mecanismos moleculares por los que 

actúa, se han empezado a estudiar distintos dominios funcionales dentro de la 

región intracitoplasmática de CD5 que se podrían asociar a estos efectos. Diversos 

estudios han evaluado el papel del dominio de unión a CK2 (CD5-CK2BD) 129–132,134, 

sin embargo, a la fecha no existe ningún estudio reportado sobre el papel del 

dominio ITIM in vivo. 

 

Algunos trabajos le atribuyen cierta importancia a este dominio, ya que se ha 

observado que la Y429 (junto con la Y463) es uno de los sitios preferenciales de 

fosforilación de CD5 tras activación del TCR en células Jurkat 63,104. Un trabajo que 

tuvo un acercamiento indirecto sobre el dominio ITIM encontró que al reconstituir 

ratones CD5 KO con un transgén que carece de una porción de la cola 

citoplasmática de CD5 (que ahora sabemos que incluía al dominio ITIM), asemeja 
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a los efectos de regulación de la señal del TCR observados en ausencia de CD5 

116. Sin embargo, este modelo no representa lo que podría estar ocurriendo de 

manera fisiológica ya que este transgén reconstituido se encuentra bajo el control 

del promotor del gen de CD2. Por eso la importancia de la construcción del ratón 

utilizado y la relevancia de los hallazgos descritos en este trabajo. 

 

En antecedentes directos del laboratorio, al estudiar timocitos, se encontró que en 

el ratón CD5 ITIM-KI hay un aumento en la celularidad total del timo, así como de 

otras poblaciones que indican alteraciones en la selección positiva haciéndola más 

eficiente (Manuscrito en preparación [2022]). Bajo esta premisa, se analizaron las 

frecuencias y números absolutos de las diferentes poblaciones celulares de 

linfocitos T en órganos linfoides periféricos (ganglios linfáticos mesentéricos y 

periféricos, y bazo), pero estas poblaciones no se encontraron afectadas (Figura 9-

11). Se sabe que no necesariamente lo que sucede en timo se refleja en periferia, 

ya que se conoce que la alimentación del nicho periférico por parte del timo ocurre 

bajo un control homeostático de manera que se mantenga un número constante de 

linfocitos T 141 a pesar de que hay un reemplazo continuo y de la salida de más de 

1x106 timocitos diarios 142. 

 

En los timocitos de estos ratones CD5 ITIM-KI se encontró que hay una expresión 

de CD5 mayor que su contraparte WT (Manuscrito en preparación [2022]). Cuando 

analizamos los linfocitos T periféricos el hallazgo fue el mismo (Figura 12-13). Una 

posible explicación podría ser que la ausencia de este dominio afecte de alguna 

forma la interacción con c-Cbl, ya que se sabe que c-Cbl se une a CD5 a través de 

la unión de Fyn a la región carboxi-terminal de CD5, para su posterior ubiquitinación 

y degradación 111,112, adicionando así otro nivel de regulación. Además, esto podría 

afectar también la misma regulación por c-Cbl, ya que se sabe que su “unión” a CD5 

la posiciona para ubiquitinar otras moléculas asociadas a la señalización del TCR, 

como lo es Vav 112, favoreciendo una mayor activación del linfocito T. Por lo tanto, 

la posible falta de esta “unión” para la posterior degradación de CD5 puede resultar 

en niveles elevados de CD5 en la superficie de los linfocitos T, aunque la interacción 
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CD5-Fyn-c-Cbl no sea directamente al dominio ITIM, pero el cambio en la proteína 

(CD5 ITIM-KI) podría repercutir en esta interacción.  

 

Adicionalmente, se sabe que los niveles de CD5 son establecidos desde la 

maduración tímica como consecuencia de las interacciones entre TCR:spMHC 121, 

y se sabe que altos niveles de CD5 relacionan con interacciones de alta avidez 116, 

ayudando así al establecimiento de un umbral de activación necesario para el 

proceso de selección 65. Esto podría sugerir que los niveles incrementados de CD5 

permiten la selección de timocitos con alta avidez, lo cual permitiría regular 

negativamente las señales del TCR. De esta manera, el dominio ITIM de CD5, al 

dar lugar a mayores niveles de expresión de CD5 en los linfocitos T, podría estar 

contribuyendo a la regulación negativa de la señal el TCR, por lo que su ausencia 

permitiría al linfocito T desencadenar una señal más fuerte y por lo tanto, una mayor 

activación celular.  

 

Lo anterior nos llevó a la realización de un modelo de activación in vivo tras la 

administración de αCD3, como se ha reportado anteriormente 143,144. Nuestros datos 

mostraron que el dominio ITIM de CD5 regula la activación del linfocito T, como se 

mostró en las figuras 17-21, donde aquellos ratones con ausencia del dominio ITIM 

de CD5 administrados con αCD3 muestran una mayor activación respecto a 

aquellos WT, al observar una disminución de las subpoblaciones naive, pero un 

incremento en las subpoblaciones efectoras/activadas.  

 

Además se evaluó CD25, un marcador de activación (cadena α del receptor de IL-

2), el cuál conforma el receptor de alta afinidad para la IL-2, controlando procesos 

de sobrevida y expansión clonal 55. Se encontró que en la población de linfocitos T 

CD8+ totales presentes en PLNs, los linfocitos T CD5 ITIM-KI presentaron mayores 

niveles de expresión de CD25 tras estimulación con αCD3, a comparación de su 

contraparte WT (Figura 21); mientras que para los linfocitos T CD4+ no se encontró 

este aumento. Posiblemente esto suceda porque se ha encontrado que los linfocitos 

T CD8+ suelen activarse más rápido que los linfocitos T CD4+, es decir, son más 

sensibles a la estimulación 145. Esto sugiere que el dominio ITIM de CD5 regula la 
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activación del linfocito T, siendo necesaria su presencia para evitar una sobre 

activación del linfocito T tras estimulación. De manera contraria en el modelo ex 

vivo, la ausencia del ITIM de CD5 parece no afectar la muerte inducida por 

activación, aunque es necesario hacer más estudios para evaluar su funcionalidad 

en condiciones homeostáticas.  

 

Cabe mencionar que en estos experimentos de activación in vivo, el diseño del 

panel multiparamétrico utilizado el análisis de citometría de flujo no permitió medir 

los niveles de expresión de CD5, aunque en la literatura se ha descrito que el 

entrecruzamiento con αCD3 lleva al aumento de la expresión de CD5 65,92. De 

manera interesante, el análisis de subpoblaciones tímicas ha mostrado que todas 

las subpoblaciones de timocitos presentan niveles incrementados de CD5 

(Manuscrito en preparación [2022]), lo que sugiere una mayor señal dada por el 

TCR durante el proceso de selección tímica. De esta manera se podría esperar que 

los niveles de CD5 tras la activación antigénica en la periferia también fueran 

mayores en ratones ITIM que en WT buscando de alguna manera el compensar la 

ausencia de esta señal de inhibición; sin embargo, no se evaluó y sería interesante 

a futuro evaluarlo en este modelo si esto ocurre.  

 

Adicionalmente, hay evidencias de que en ratones deficientes de CD5 esta mayor 

activación se ve reflejada por una hiperfosforilación de proteínas señalizadoras 106, 

por lo que también es necesario evaluar este fenotipo en los linfocitos T deficientes 

del dominio ITIM de CD5 con el fin de averiguar si este dominio es el que provee (o 

contribuye en) esta función de regulación de los procesos de fosforilación de 

proteínas a CD5.  

 

La utilización de αCD3 para estimular directamente el complejo TCR/CD3 ha sido 

previamente utilizado como modelo de activación in vivo 143,144. Sin embargo, este 

modelo de activación a comparación de la activación provocada tras el 

reconocimiento del péptido específico en moléculas del MHC por el TCR 

(representando procesos fisiológicos normales), puede que induzca un ensamblaje 

distinto del receptor o señales diferentes que puedan repercutir en el efecto final 
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observado 132. Por lo tanto, es necesario que más adelante se evalúe esta activación 

in vivo en modelos con TCRs transgénicos (por ejemplo, OT-II) donde se pueda 

tener un acercamiento más representativo a lo que sucede fisiológicamente.  

 

El modelo utilizado analiza un proceso de activación policlonal, puesto que todos 

los linfocitos T se activan de manera simultánea e inespecífica. Sin embargo, 

muchos grupos de investigación, incluido el nuestro, han utilizado modelos de 

activación in vivo en modelos con TCRs transgénicos, como el OT-II, en el que los 

TCR de los linfocitos T CD4+ son específicos para el péptido de ovoalbúmina 133,134. 

Esto tiene la ventaja de poder analizar con más detalle una respuesta antígeno 

específica que podría quedar enmascarada en el desarrollo de una respuesta 

policlonal. No obstante, debido a que el efecto de CD5 ha mostrado tener un impacto 

diferencial en la selección tímica dependiendo del TCR utilizado (por ej. P14, OT2, 

H-Y, etc.) 65,116, sería necesario evaluar distintos TCR con distinta afinidad por sus 

ligandos respectivos para poder tener un mejor panorama del papel del dominio 

ITIM en respuestas más específicas en linfocitos T maduros. 

 

Se sabe que los dominios de tirosina en los dominios ITIM en general, al ser 

fosforilados, crean sitios de anclaje a dominios SH2 contenidos en una gran 

cantidad de proteínas, entre ellas, distintas fosfatasas 77. Por lo tanto, una 

explicación a esta mayor activación podría recaer sobre la ausencia del dominio 

ITIM de CD5 que pudiera estar impidiendo la unión o reclutamiento de fosfatasas u 

otras moléculas necesarias para la regulación negativa de la señalización 

encendida por el TCR. De manera interesante, Roa y cols. (Roa; et. al. (2022) 

Manuscrito en preparación) reportan datos preliminares que indican una asociación 

directa de RasGAP con Y441, e indirecta con Y429 y Y463. Sin embargo, aún no 

hay estudios publicados que demuestren unión específica de alguna proteína a este 

dominio ITIM en CD5, abriendo las puertas a continuar dilucidando la relevancia de 

esta secuencia ITIM en CD5.  

 

Así mismo, se ha encontrado que la estimulación in vivo de ratones deficientes de 

CD5 con α-CD3 provoca una sobrestimulación de linfocitos T que sobreexpresan 
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los marcadores de activación CD25 y CD69 cuyo destino final es la muerte por 

apoptosis 64. También se ha observado que tras activación de linfocitos T, la 

ausencia de CD5 los hace más susceptibles a sufrir AICD en un modelo de EAE 130. 

Estos trabajos postulan a CD5 como una molécula que regula procesos 

relacionados con la supervivencia. Aunado a esto, el dominio CD5-CK2BD ha 

demostrado ser importante para el control de la sobrevida de timocitos 134, pero se 

desconoce si es el único domino responsable de estas señales de sobrevida en 

CD5, o si otro dominio, como lo es el dominio ITIM, contribuye a este papel.  

 

En este mismo modelo de ratón CD5 ITIM-KI, se ha encontrado que la ausencia de 

este dominio conduce a una mayor muerte en timocitos, sugiriendo que si puede 

estar involucrado en la regulación de procesos de muerte celular durante el 

desarrollo tímico, los cuáles pueden deberse a una señalización alta o exacerbada 

del TCR. Por lo tanto, el dominio ITIM de CD5 estaría favoreciendo, de alguna forma, 

la sobrevida de los timocitos (Manuscrito en preparación [2022]).  

 

Esto nos llevó a evaluar la muerte de linfocitos T periféricos tras la activación in vivo 

por administración de αCD3, para evaluar si esta “sobreactivación” llevaría a la 

muerte inducida por activación (AICD). Nuestros resultados mostraron que los 

linfocitos T no morían más en ausencia del dominio ITIM de CD5, sin encontrar 

diferencias en una muerte “basal” en los ratones sin estímulo, ni en aquellos 

estimulados con αCD3, a comparación de los linfocitos T provenientes de ratones 

WT. Esto se observó en los tres diferentes órganos linfoides evaluados (Figura 22-

24), a pesar de haber encontrado previamente una mayor activación de los linfocitos 

T cuando estos carecían del dominio ITIM de CD5, lo que sugiere que dicho dominio 

no regula procesos de muerte celular en linfocitos T periféricos, a pesar de haberse 

encontrado en resultados previos del laboratorio que en timo sí ocurre esta 

regulación. Esto sucedió en particular en el modelo desarrollado y a los tiempos 

evaluados, sin embargo, podría estar afectando o controlando otras respuestas 

funcionales como la producción de citocinas, por ejemplo. Todo esto podría apuntar 

a que en periferia el dominio más relevante para la regulación de la supervivencia 

del linfocito T es el dominio de unión a CK2, como se ha descrito anteriormente 131. 
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A continuación, se realizó un modelo in vitro de activación celular donde se 

evaluaron diferentes marcadores relacionados con la activación del linfocito T 

(CD69, CD44, CD25 y CD69), así como la proliferación tras activación. Se sabe que 

la ausencia de CD5 produce una hiperproliferación celular y se ha comprobado que 

en este papel de regulación de la proliferación celular que tiene CD5 también se 

encuentra involucrado el dominio CD5-CK2BD, ya que se ha encontrado que los 

linfocitos T carentes de este hiperproliferan a tiempos cortos 131, y, a tiempos largos, 

hipoproliferan (72 h de estímulo con aCD3) 132 e incluso muestran AICD 

incrementada 131.  

 

Por lo tanto, puede ser que el dominio ITIM de CD5 además de regular procesos 

involucrados en la señalización proximal del TCR, pueda también estar regulando 

procesos de proliferación de los linfocitos T. El objetivo de este modelo in vitro fue, 

principalmente, obtener una respuesta más homogénea utilizando una única 

población de linfocitos T CD4+ naive sin contaminación de poblaciones efectoras o 

activadas, o incluso de la misma población de linfocitos T CD8+ 25,27. Además, la 

utilización de la población naive, la cuál es más dependiente de la coestimulación y 

es menos sensible a la activación, nos permite monitorear de una mejor manera la 

cinética de respuesta, ya que los tiempos de respuesta son más largos que aquellos 

de una población efectora 27. Cabe resaltar que los resultados obtenidos son 

preliminares pues corresponden únicamente a una n=1.  

 

Se sabe que tras la activación del linfocito T, hay genes que se expresan de manera 

rápida o inmediata, aquellos que se expresan de manera temprana, y aquellos que 

se expresan de manera tardía post-activación. Uno de estos es el gen que codifica 

a la proteína CD69 (glicoproteína 69 kDa), que es conocida como un marcador 

temprano de activación del linfocito T, expresándose 1-2 h después de estimulación 

del TCR, y puede permanecer hasta tres días 14. Otro marcador de gran importancia 

tras la activación celular es CD5, que se ha reportado que posterior a la activación, 

se lleva a cabo la síntesis de novo de CD5 dependiente de PKC (que es inducida 

por el estímulo a CD28 43), encontrándose este incremento desde las 3-6 h con un 
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pico de máxima expresión de CD5 a las 72 h post-activación 90,92. Estos dos 

ejemplos de la expresión de marcadores coinciden con lo obtenido en la Figura 26, 

demostrando que el modelo se desarrolló correctamente.   

 

Al realizar el análisis por citometría de flujo, a partir de las 48 h se encontró un alza 

en la expresión de CD4 en los linfocitos T activados. Esto coincide parcialmente con 

lo descrito por Wiegers y cols. 33 que encuentran que tras la estimulación del TCR 

por un anticuerpo dirigido a CD3 pegado a placa, o algún activador soluble, hay un 

aumento máximo en la expresión de CD4 entre 72 y 120 h, contrastando con otros 

estudios que este se puede observar desde las 48 h 33, ya que en este trabajo se 

encontró este aumento significativo a partir de las 48 h.  

 

Es importante recalcar que este aumento en la expresión de CD4 coincide con el 

tiempo donde se observó el primer ciclo de proliferación. Sabemos que para que se 

desarrolle una respuesta inmune es necesaria una rápida proliferación de los 

linfocitos específicos para un antígeno, lo que en nuestro modelo se puede “imitar” 

con el estímulo con αCD3. En el resultado obtenido respecto a los parámetros 

relacionados a la proliferación celular, se observa un comportamiento similar entre 

los linfocitos T CD4+ naive provenientes de ratones CD5 ITIM-KI y WT, sin embargo 

para poder dilucidar con mayor detalle la participación de este dominio en los 

procesos de proliferación sería necesario hacer una curva ‘dosis-respuesta’ con 

αCD3, ya que el uso de un estímulo policlonal “óptimo”, podría no permitir distinguir 

diferencias en el umbral de activación dependientes del ITIM de CD5 como se 

observó para el dominio CK2-BD 132.En efecto, se sabe que los linfocitos T CD4 

necesitan alcanzar cierto umbral para activarse y proliferar 120 , el cual podría estar 

alterado por la ausencia del dominio ITIM. 

 

Nuestros resultados demuestran que el dominio ITIM de CD5 si es importante en la 

activación celular, demostrado por el modelo de activación in vivo. Además de que 

los resultados del modelo ex vivo sugieren que este dominio puede estar 

involucrado en la regulación de los niveles de expresión de CD5 en condiciones 

basales, inclusive desde que se establecen estos niveles en el desarrollo tímico, 
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cómo se ha demostrado por antecedentes directos del laboratorio. Todo esto tiene 

su repercusión en la regulación de la señalización del TCR, por lo que es necesario 

el análisis de proteínas involucradas en esta para poder seguir esclareciendo cómo 

es que el dominio ITIM de CD5 actúa en el linfocito T. 

 

También sería interesante evaluar el papel del dominio ITIM de CD5 en la población 

de diferentes subpoblaciones efectoras de linfocitos T CD4+, que pudiera cooperar 

con el dominio de unión a CK2 o tener una función totalmente diferente. Se podría 

sugerir que sería importante ya que el CD5-CK2BD ha estado relacionado con la 

generación de linfocitos Th17 131,146. 

 

Recientemente, se han dilucidado nuevas funciones en las cuales CD5 está 

involucrado, como lo es la regulación del estado de señalización basal mediado por 

NFκB en timocitos y linfocitos. Se encontró que los altos niveles de CD5 en estas 

células se correlacionan directamente con los niveles del inhibidor IκBα de este 

factor de transcripción 147. Por ello, resultaría interesante seguir estudiando cómo 

CD5 y sus diferentes dominios citoplasmáticos regulan distintos procesos celulares 

más allá de la señalización del TCR.  

 

Es necesario seguir dilucidando cómo CD5 repercute sobre esta señalización del 

linfocito T tras activación, ya que aún hay muchas preguntas sin resolver y resulta 

interesante cómo este dominio de CD5 podría tener grandes repercusiones sobre 

la función celular del linfocito T. 
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CONCLUSIONES 

 

- El dominio ITIM de CD5 regula los niveles de expresión de CD5 en 

condiciones de homeostasis en linfocitos T periféricos.  

- La ausencia del dominio ITIM de CD5 no altera las frecuencias ni los números 

absolutos de las diferentes poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ de 

órganos linfoides periféricos ex vivo. 

- Los linfocitos T que carecen del dominio ITIM de CD5 muestran una mayor 

activación tras la administración de αCD3 que se traduce en la disminución 

de las subpoblaciones naive y el aumento de las efectoras/activadas, 

evidenciado por una mayor expresión de CD25 en linfocitos T CD8+.  

- El dominio ITIM de CD5 no parece estar involucrado en la sobrevida de 

linfocitos T periféricos tras la activación en el modelo in vivo.  

 

 

 

PERSPECTIVAS 

⮚ Incrementar el número de experimentos de activación in vitro con linfocitos T 

naive CD4+ periféricos, utilizando α-CD3 y α-CD28 como estímulos. Así 

como realización de las curvas/cinéticas de los marcadores de activación y 

el análisis de la proliferación celular.  

⮚ Evaluar la señalización río abajo del TCR en linfocitos T periféricos carentes 

del dominio ITIM de CD5 (Erk, Akt, c-Cbl, ZAP70).  

⮚ Incrementar el número de experimentos de activación in vivo tras la 

administración de α-CD3 i.p. con el fin de consolidar el resultado del 

incremento en la activación en ratones CD5 ITIM-KI. Además de probar esta 

activación in vivo en modelos con un objetivo más fisiológico (modelos de 

infección, de inflamación, de autoinmunidad, entre otros).  
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ANEXO I 

 

 

Figura 28: Tipaje para el gen de CD5 en el ratón CD5 ITIM-KI FoxP3. Electroforesis en gel de 

agarosa al 1.5% del DNA (imagen representativa) obtenido de 6 ratones. En la primera y última 

banda se muestran los controles de peso molecular. Se muestra en la línea azul las bandas 

correspondientes a los amplificados CD5 WT, mientras que en la línea roja las bandas 

correspondientes a los amplificados CD5 ITIM-KI. En el segundo y tercer carril se muestran los 

controles KI y WT, respectivamente. En el penúltimo carril (10), se muestra un control con H2O. 
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Figura 29: Tipaje para el gen de FoxP3-eGFP en el ratón CD5 ITIM-KI FoxP3. Electroforesis en 

gel de agarosa al 1.5% del DNA (imagen representativa) obtenido de 8 ratones. En la primera se 

muestra el control de peso molecular. Se muestra en la línea azul las bandas correspondientes a los 

amplificados FoxP3-eGFP WT, mientras que en la línea roja las bandas correspondientes a los 

amplificados FoxP3-eGFP KI. En el segundo y cuarto carril se muestran los controles WT y KI, 

respectivamente. En el penúltimo carril (11), se muestra un control con H2O. 
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