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Resumen

Las quimiocinas son proteinas solubles de bajo peso molecular que participan en
los procesos de migracion celular. Al ser secretadas, las quimiocinas generan
gradientes quimiotacticos que dirigen la migraciéon (quimiotaxis) de diversos tipos
celulares como es el caso de los linfocitos T. Ademas de las quimiocinas y sus
receptores expresados en los linfocitos T, se requiere de la expresion de moléculas
de adhesion para interaccionar con el endotelio que expresa los ligandos. Se ha
reportado que las quimiocinas pueden alterar la expresiafinidad de las moléculas
de adhesion con sus ligandos, mediante un mecanismo conocido como
“sefializacion adentro hacia fuera”; el cual consiste en la regulacion de una
molécula de superficie mediante la sefalizacion proveniente de otro receptor.
Algunas proteinas intracelulares que participan en este mecanismo de regulacion
son ZAP-70, las proteinas MAPK’s (ERK1/2), asi como SLP76; proteinas que
participan en la via de sefalizacién del TCR. En los linfocitos T CD8+ se expresa
una molécula de adhesion denominada CRTAM. Esta molécula Unicamente se
expresa bajo condiciones de activacion y, su expresion promueve la produccion de
IFNy en los linfocitos T CD8+ activados. Debido a que las quimiocinas regulan la
sefial del TCR y la expresion de las moléculas de adhesidn, en este trabajo se
evalué el papel de las quimiocinas sobre la expresiéon de CRTAM en los linfocitos T
CD8+. Para ello se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica, a partir
de un gradiente de ficoll, con diferentes concentraciones de las quimiocinas
CXCL12, CCL5 y CXCL10 y se cultivaron durante 18h o en combinacion con
diferentes concentraciones (1 y 5ugul) de anticuerpo anti-CD3 humano (OKT3).
Posteriormente se midio la expresion de CRTAM en las células que fueron
seleccionadas usando los anticuerpos anti-CD3, anti-CD8, anti-CRTAM y anti-
CD69, en un citbmetro de flujo (FACS Scan). La presencia de las quimiocinas
CXCL12 y CXCL10 no induce la expresiéon de CRTAM en los linfocitos T CD8+. Por
otro lado, en presencia del anticuerpo anti-CD3 las quimiocinas son capaces de
regular la expresion de CRTAM. El efecto de las quimiocinas sobre la expresion de
CRTAM depende del estado de activacion celular, medido bajo diferentes

concentraciones de anticuerpo anti-CD3.



1.- Sistema Inmune

El sistema inmune permite a los organismos defenderse de los agentes infecciosos
como son: bacterias, hongos y virus presentes en su entorno. Existen dos
mecanismos por los cuales se lleva a cabo una respuesta inmune, denominados
respuesta innata y respuesta adquirida. La respuesta innata es la primera en
manifestarse en presencia de algin antigeno (cuerpo extrafio) 6 agente infeccioso,
mediante el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPSs) presentes en los diferentes microorganismos. Existen diversos receptores
que reconocen a los PAMPs, como son los receptores denominados tipo-Toll (Toll-
like receptor [TLR]). Existen 11 receptores tipo Toll en el humano y cada receptor
reconoce a un patron molecular especifico. Los TLRs reconocen RNA de doble
cadena, RNA de cadena sencilla, DNA, componentes de la pared de las bacterias
gram negativas (e.g. LPS) y gram positivas (proteglicanos), asi como fragmentos
celulares provenientes de procesos apoptéticos y necroéticos. Las células que
participan dentro de la respuesta innata son las células cebadas, los macréfagos,
las células asesinas naturales (NK), los neutrofilos, los eosindfilos y las células
dendriticas. Cada una de ellas con un papel importante en la internalizacion y

presentacién del antigeno asi como en la resolucién de la infeccion?.

Por otro lado, la respuesta de tipo adquirida se presenta a partir del grupo de los
vertebrados, los cuales ademas de presentar una respuesta de tipo innata, han
desarrollado un sistema capaz de responder de manera especifica a los antigenos.
El reconocimiento antigénico dentro de la respuesta adquirida se da mediante el
procesamiento del antigeno en pequefios fragmentos peptidicos, los cuales son
acoplados a moléculas de superficie de la familia denominada Complejo Principal
de Histocompatibilidad (MHC) y, presentados por las células presentadoras de
antigeno (APC) a las células T, que expresan el receptor denominado TCR 1.
Este mecanismo de reconocimiento antigénico favorece una respuesta especifica
debido a que se reconocen péptidos especificos para cada antigeno. Ademas, la
respuesta adquirida presenta la caracteristica de poseer una memoria
inmunoldgica, es decir, al segundo reto con el mismo antigeno la célula
previamente inmunizada tiene la capacidad de responder de una manera mas

rapida y eficiente en la resolucion de la infeccién. Las células que participan dentro



de este tipo de respuesta son los linfocitos B, los linfocitos T y las células
dendriticas. Estas ultimas son consideradas como las APCs por excelencia debido
a que son las unicas células capaces de activar a los linfocitos T virgenes (naive),
es decir, aquellos linfocitos que no han estado previamente en contacto con un

antigeno®.

En el caso de que la respuesta innata sea ineficiente en resolver la sefial de dafio,
la respuesta adquirida se hace presente. Sin embargo, la respuesta adquirida es
también la responsable de generar las respuestas alérgicas, enfermedades
autoinmunes y el rechazo de tejidos trasplantados®“. A manera general la Tabla 1

muestra las caracteristicas que presentan las respuestas innata y adquirida.

PROPIEDADES Respuesta Inmune Innata| Respuesta Inmune Adquirida

Distribucién No-clonal Clonal
Patrones Moleculares Estructuras Moleculares
Reconocimiento Asociados a Patégenos Detalladas (Proteinas, Péptidos,
(LPS, LTA, etc.) Carbohidratos,)
Solo reacciona a antigenos Puede ocasionar respuestas
Antigenos propios extrafios autoinmunes, reaccionando

contra antigenos propios

Tiempo de Activacién Efectora Activacién Efectora tardia
Respuesta Inmediata
Expresién de moléculas Expansion clonal 6 anergia
Respuesta Efectora co-estimuladoras Citocinas: IL-4, INFy
Citocinas: IL-1p, IL-6, Quimiocinas: CCL5, CCL-21
TNFa Produccién de anticuerpos

Quimiocinas: IL-8

Tabla.1l Respuesta inmune innata y adquirida. Se muestra las caracteristicas especificas de las respuestas

innata y adquirida, en cuanto al mecanismo de accion en contra de algun antigeno presente en el organismo.



Para que un linfocito T pueda reconocer a un antigeno de manera especifica, debe
atravesar por diferentes estadios de maduracion. Esto permite el reconocimiento
adecuado de auto-antigenos presentado por las células dendriticas sin
desencadenar una respuesta efectora. La maduracion del linfocito T tiene como
objetivo principal la generacion de linfocitos T con TCR's maduros y especificos
que puedan reconocer, con una avidez intermedia, a los antigenos propios para

evitar la generacién de clonas autoreactivas.

2.- Desarrollo de linfocitos T

Los progenitores de los linfocitos T provienen de la medula 6sea y, mediante
gradientes quimiotacticos, migran hacia el timo a través de las vénulas del alto
endotelio (HEV), donde se concluye el proceso de maduracién de los linfocitos T. El
receptor de quimiocina CCR7 es considerado un receptor constitutivo para las
células en reposo que se encuentran en los tejidos linfoides (receptor homing), es
decir, su expresion se induce Unicamente cuando las células migran hacia un tejido
especifico. La secrecion de las quimiocinas CCL21 y CCL19 (ligandos de CCRY7)
son producidos abundantemente en timo. El desarrollo de los linfocitos T ocurre en
el timo bajo los procesos que involucran la maduracién del TCR y el reconocimiento

de un MHC especifico.

Los linfocitos T se pueden diferenciar en 2 subpoblaciones que expresan a
los co-receptores CD4 y CD8. La expresion de estos receptores determinan el
estadio de diferenciacion del timocito 06 linfocito T inmaduro. Existen 3 estadios de
diferenciacion que se pueden distinguir mediante la expresion de co-receptores,
denominados: dobles negativos 6 DN (CD4CD8’), dobles positivos 6 DP
(CD4"CD8") y simples positivos 6 SP (CD4'CD8 6 CD4CD8"). La subpoblacién
DN se divide a su vez en DN1, DN2, DN3 y DN4, estas subpoblaciones se
identifican por la expresion de los marcadores CD44 y CD25. El fenotipo CD4 6
CDS8 de los timocitos va a depender del tipo de MHC que reconozcan, asi como del
microambiente en el cual se encuentren. Los linfocitos TCD8" reconocen un MHC
de tipo | y los linfocitos TCD4" un MHC de tipo 11 >°.



Dentro del estadio DN3 se lleva a cabo la maduracion del TCR, esto quiere decir
que el TCR sufre un rearreglo en el locus de la cadena alfa (o), lo que trae como
consecuencia la conformacion de un TCR maduro el cual es expresado a partir de
los timocitos DP. Mediante el TCR maduro, los timocitos DP reconocen diversos
antigenos acoplados a un MHC especifico expresados por las células epiteliales
timicas de la regién medular (NTEC's), y por las células dendriticas™®.

El umbral de afinidad / avidez con el cual un TCR reconoce un antigeno
especifico es determinante en establecer los procesos de muerte por negligencia
(sin respuesta al antigeno), la seleccion negativa (alta afinidad al antigeno), la
seleccion positiva (afinidad baja/intermedia al antigeno) y compromiso a un linaje
especifico CD4" 6 CD8*°®,

Una vez establecido el fenotipo del linfocito T (CD4+/CD8+), los linfocitos T
migran hacia los 6rganos linfoides secundarios para ser activados por las APC's y
de esa manera, llevar a cabo su funcion efectora. En el caso de los linfocitos T
CD4+ 6 células cooperadoras (Th), éstas secretan un patrén especifico de
citocinas que activan otros tipos celulares y que llevan a cabo respuestas celulares

6 humorales, en el caso de los linfocitos T CD8+ 6 linfocitos B, respectivamente®.
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Fig 1. Desarrollo de linfocitos T. Esquema donde se muestra el desarrollo de linfocitos T en el Timo. El
rearreglo de la cadena 3 del TCR se lleva a cabo en el estadio doble negativo (DN3). El compromiso a un linaje
especifico CD4/CD8 depende del reconocimiento del MHC que lo presenta, del antigeno que se presente y de

la avidez con la que el linfocito T responde a dicho antigeno.

3.- Receptor de linfocitos T (TCR)

El TCR es un heterodimero que consiste de las cadenas alfa, beta, gama y delta
cuya combinacion permite identificar dos poblaciones de linfocitos T: los que
expresan las cadenas o y B (linfocitos TaR) y los que expresan las cadenas y &
(linfocitos Tyd). Las cadenas se encuentran unidas de manera covalente a traves
de enlaces de disulfuro. Cada cadena consiste de una region variable (V)
localizada en el extremo amino terminal (NH3), un dominio constante (C), una
porcién transmembranal y un tallo citoplasmico corto. El sitio de union del TCR con
el MHC-antigeno se encuentra en la region variable, donde se localizan 6 regiones
denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR)’. Cada cadena



del TCR se encuentra localizada en genes que presentan recombinacion genética,
generando una amplia variedad de re-arreglos de las cadenas, contribuyendo al

reconocimiento especifico de una amplia variedad de péptidos’.

El TCR no presenta en su tallo citoplasmico una funcion sefializadora debido a que
no presenta dominios ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs), los
cuales facilitan la union de moléculas sefializadoras. Debido a ello, se requiere de
la asociacion del complejo CD3 mediante interacciones no covalentes en el
reconocimiento antigénico®. EI complejo CD3 consiste de 3 cadenas denominadas
Y, ¢y g, las cuales presentan una cadena tipo inmunoglobulina (Ig-like) con

porciones citoplasmicas con dominios ITAM®.

Se ha reportado que algunos anticuerpos dirigidos contra las cadenas (y € del CD3
promueven la estimulacion de los linfocitos T de manera analoga a la activacion
mediante el reconocimiento antigénico’®. Estos anticuerpos pueden ser usados

como agonistas o activadores del receptor.

3.1 Sefializacion por el TCR

Los primeros eventos bioquimicos que se observan durante la activacion del TCR

son:

1) Activacién de CD3 a través de una proteina con actividad de cinasa en tirosinas
de la familia de Src, Lck, la cual se encuentra asociada al tallo citoplasmico de los
co-receptores CD4/CD8.

2) La formacion de los agregados del TCR, el complejo CD3 y los co-receptores.
Esto facilita la fosforilacion de los dominios ITAM de la cadena ¢ mediante la
activacion de Lck, a través de su autofosforilacion. Otra cinasa importante en la
activacion del TCR es ZAP-70 (¢-associated protein of 70kDa), la cual reconoce
sitios de fosfotirosina (es decir residuos de tirosina fosforilados). Los sitios
fosforilados por Lck facilita el reconocimiento y reclutamiento de ZAP-70 a través
sus dominios SH2 (Src homology 2). Al unirse Zap-70 es fosforilado por Lck, lo cual

promueve su activacion. La activacion de ZAP-70 promueve el reclutamiento y la



fosforilacion de diversas proteinas adaptadoras como LAT (Linker of Activated T
cells), permitiendo asi, la unién de moléculas sefializadoras que participan en los

eventos rio abajo de la activacién del TCR*™.

Dentro de las principales vias que se encuentran activadas durante la sefalizacion
del TCR son: la via de las MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), la via de

movilizacién de calcio y la via que promueve el rearreglo del citoesqueleto™.

a) Via de las MAPK:

Las MAPK son una familia de proteinas con actividad de cinasa en residuos de
serina y treonina, las cuales se activan en respuesta a factores de crecimiento,
citocinas y estrés celular. Los principales miembros de esta familia son: Erk1/2
(Extracellular Signal Regulated kinase), Erk3/4, Erk5, p38 y JNK (c—Jun N-terminal

kinase)™.

La activacion de las MAPKs se da a través de la activacion de la via de Ras. Las
MAPKSs son activadas mediante la fosforilacion de sus residuos de serina y treonina
por las cinasas MKK’s (cinasas de las MAP cinasas). La fosforilacion de Erk
(PERK) promueve la transcripcion de Fos, componente del factor de transcripcion
AP-1 (Activator Protein-1). De manera paralela, las proteinas adaptadoras activan a
Rac a través de Vav (intercambiador de GDP por GTP). La activacion de Rac
resulta en la activacion de la cinasa JNK, la cual promueve la fosforilacion de c-Jun
(segundo componente de AP-1). También se activa p-38 mediante Rac. Rac-GTP
induce de manera paralela el rearreglo del citoesqueleto, lo cual permite la

agregacion de los TCRs durante el reconocimiento antigénico™.

b) Via de movilizacion de calcio:

PLCy1 es una enzima citosolica especifica para fosfolipidos. Su funcion principal es
hidrolizar a fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP,) para generar fosfatidil inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). IP; permite la liberacién de calcio por parte del
reticulo endoplasmatico, mediante la interaccion con su receptor IP3R (expresado

en este organelo). La concentracidon de calcio citosélico aumenta entonces de



100nM a 600-1000nM. El incremento en la liberacion de calcio asi como la
generacion de DAG promueve la activacion de la cinasa PKC (Protein Kinase C).
Esta cinasa presenta 6 isoformas (o, B1, 8, 6, n Y g,) sSin embargo, PKCB es la Unica
isoforma que se recluta a la zona de interaccibon TCR-MHC durante la sinapsis
inmunoldgica. Ademas, se requiere de la participacion de PKCBO para la activacion
de los factores de transcripcion NFkB y AP-1, para promover la sintesis de diversas

citocinas como IL-2114,

Tomando en cuenta lo anterior, activadores farmacoldgicos como PMA (Forbol
miristato-acetato) y lonomicina (ion6foro de calcio), los cuales promueven la
activacion de PKC vy la liberacién de calcio, pueden inducir una activacion celular in
vitro e independiente del TCR. Esta activacion se refleja en la secrecion de

citocinas y en la proliferacion celular.

c) Via de rearreglo de citoesqueleto:

El rearreglo del citoesqueleto es fundamental durante el reconocimiento antigénico
debido a que permite el reconocimiento adecuado del complejo MHC/péptido, asi
como de la interaccion célula-célula mediante el reconocimiento de los receptores
con sus ligandos. En la figura 2 se muestra de forma esquemética la via de
sefalizacion del TCR. Esta via se encuentra regulada por las GTPasas Rho, Racy
Cdc42, e involucra al proceso de polimerizacién y despolimerizacién de actina,
proceso fundamental que permite los cambios morfolégicos celulares. El
intercambio de GDP por GTP estd regulado por las proteinas GEFs (Guanine
Exchange Factors), proteinas GAPs (GTPase Activating Proteins) que promueven
la actividad de las GTPasas, y las proteinas GDIs (Guanine nucleotide Dissociation

Inhibtors) que mantienen el estado inactivo de las GTPasas™.
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Fig 2. Sefializacion del TCR. Esquema donde se observa la via de sefializacion del TCR, la activacion de las
proteinas intracelulares que participan, asi como los factores de transcripcion que se activan durante la
activacion celular y que ademas, son indispensables para que se promueva la funcién efectora.

Se ha propuesto un modelo de activacion de linfocitos T donde se establece que se
requieren dos sefiales durante el reconocimiento antigénico que favorezcan la
activacion celular. Dentro de este modelo se determina a la sefial 1 como la sefal
inducida por el TCR. Mientras que la sefial 2 es aquella inducida por las moléculas
coestimuladoras e inhibidoras'>*®. En ausencia de la sefial 2, los linfocitos no
responden de forma efectiva 6 presentan anergia'®*’. Mediante estudios in vitro se
ha demostrado que con el uso de anticuerpos monoclonales anti-CD3, se pueden

estimular los linfocitos T, simulando una activacién dependiente de antigeno™.



4.- Linfocitos T CD8"

Los linfocitos T CD8+ también son denominados linfocitos T citotoxicos (Tc), estos
reconocen péptidos derivados de antigenos enddgenos y presentados por el MHC
de tipo I. Estos linfocitos T también pueden ser activados en respuesta a diversas
citocinas como son IL-12 e IL-18, lo cual a su vez promueve la secrecion de IFNy.
Otras citocinas como IL-21 e IL-15 promueven la proliferacion de los linfocitos T
CD8+",

La respuesta efectora de los linfocitos T CD8+ se caracteriza por la induccion de
apoptosis en células infectadas por patégenos intracelulares (virus) o de células
tumorales. Esta respuesta citotoxica de los linfocitos T CD8+ se puede llevar a
cabo mediante 2 mecanismos o vias: la via dependiente de perforinas y la via
dependiente de Fas (CD95)".

La via dependiente de la secrecion de Perforinas depende de la liberacion de
calcio. Las perforinas son glicoproteinas que constan de 534 aminoacidos,
presentan una secuencia homologa al factor del complemento C9 y se encuentran
almacenados en granulos citoplasmicos. Una vez liberadas las perforinas a la
matriz extracelular, se generan agregados de entre 12 y 18 mondémeros dando
como resultado la formacién de poliperforinas. Las poliperforinas se integran a la
membrana de la célula blanco, formando poros membranales con un diametro

aproximado entre 10 y 20nm™*°.

La via citotéxica dependiente de Fas, requiere de la interaccidén célula-célula. La
molécula Fas pertenece a la familia de receptores de TNF (Factor de Necrosis
Tumoral). Al expresarse FasL (ligando de Fas) en las células, les confiere un
fenotipo susceptible al proceso de apoptosis'®. La interaccién de Fas-FasL activa a
diversas caspasas como son: las caspasas 10, 8 y 3, lo cual permite la activacion
de proteinas pro-apoptoticas como Bax y Bcl-X, que facilitan la muerte celular
programada en la célula blanco. FasL también puede ser inducida en los linfocitos
T, lo cual sugiere que los linfocitos T CD4+ podrian utilizar esta via como

mecanismo de regulacién celular®.



El co-receptor CD8 presenta las subunidades alfa y beta que pueden asociarse en
forma de homodimeros (CD8aa) o heterodimeros CD8aB)?. La interaccién de CD8
con el complejo péptido-MHC es independiente de la interaccion con el TCR, y
promueve mayor estabilidad a la interaccion?®?'. En presencia de un péptido que
induce una fuerte activacion del linfocito T, no se requiere de la participacion del co-

receptor CD8, mientras que en una activacion débil es necesaria su presencia®.

Los linfocitos T CD8+, al igual que los linfocitos T CD4+, producen diferentes
tipos de citocinas (tipo 1 6 tipo 2). Las citocinas de tipo 1 son IFNy e IL-2, mientras
que las citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 son de tipo 2?**. Ambos fenotipos de
linfocitos T CD8+ son citotoxicos (Tcly Tc2), sin embargo, bajo ciertas condiciones

de cultivo, los linfocitos Tc2 pierden su capacidad citolitica®.
5.- Las células dendriticas

Las células dendriticas son células presentadoras de antigeno (APC) residentes
principalmente en los tejidos linfoides primarios (timo y medula 6sea) y secundarios
(nddulos linfaticos, placas de Peyer y bazo). Su funcién es reconocer, procesar y
presentar antigenos extrafios a los linfocitos T, los cuales se encuentran

frecuentemente en recirculacion a través de estos tejidos®”.

Para que una célula dendritica sea capaz de procesar y presentar antigenos dentro
del contexto de un MHC especifico, es necesario que ésta atraviese por un proceso
de maduracion que le permita la expresion de moléculas coestimuladoras como
CD80/86, integrinas como ICAM-1/2 y el aumento en la expresion de la molécula
MHCII #2°, Las sefiales asociadas con el desarrollo de una enfermedad asi como
el reconocimiento de PAMPs, promueve el cambio fenotipico inmaduro-maduro de

las células dendriticas?’.

Las células dendriticas inmaduras presentan una alta capacidad fagocitica y
endocitica, lo cual les facilita la internalizacion de los antigenos en compartimentos
intracelulares denominados endosomas; estas capacidades disminuyen conforme
se da el proceso de maduracion. Ademas, durante el proceso de maduracion, las

células dendriticas sufren procesos de elongacion de sus dendritas e induccion de



receptores de quimiocinas que facilitan la migracion hacia los diferentes tejidos

linfoides?”"%%.

Las células dendriticas inmaduras no expresan el receptor de
guimiocina, CCR7, necesario para la migracion hacia los tejidos linfoides. Sin
embargo, en condiciones de estimulacion con LPS, se observa la expresion de
CCRY7 en las células dendriticas *°. Ademas de la expresién de CCR7, se requiere
que las células dendriticas secreten los ligandos, CCL19 y CCL21, para guiar a los

linfocitos T al sitio de interaccion celular®
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Fig 3. Respuestas efectoras a partir del reconocimiento antigénico. Diagrama que representa los
diferentes tipos de respuestas que promueven las células dendriticas (CD) en los linfocitos T, al presentar un
antigeno acoplado a un MHC especifico. En el caso de un linfocito T CD4+, reconoce un MHC tipo | y el
linfocito T CD8+ un MHCII.

6.- Presentacion antigénica

El antigeno requiere ser procesado en pequefios fragmentos peptidicos y
acoplados a moléculas especificas de MHC para que pueda ser reconocido por los
linfocitos T a través de su TCR 32 Al ser internalizado un antigeno por los
diversos receptores expresados en la superficie de las células dendriticas, es
almacenado en vesiculas intracelulares denominadas fagosomas, las cuales
ademas de presentar enzimas hidroliticas y proteasas, sufren un cambio de pH (de

5.5 a 4.5) al fusionarse con los lisosomas. Es necesario hacer notar que las células



dendriticas mantienen un pH alcalino en sus fagosomas para evitar la total

degradacion del antigeno®.

El procesamiento antigénico varia dependiendo del MHC que lo presente. Sin
embargo, a manera general, la union de los péptidos a las moléculas de MHC se
da mediante proteinas denominadas chaperonas como la oxidoreductasa Erp57 y
la tapasina. Esta Ultima regula el complejo de asociaciéon con los transportadores
asociados al procesamiento antigénico. El raton deficiente para Erp57 (Erp57-/-)
presenta reducciones en el reclutamiento de las moléculas de MHC hacia los
complejos de union de péptidos (PLC) y ademas presenta niveles bajos de MHC en
superficie. Una vez establecido el complejo MHC-péptido es transportado a través

de vesiculas exociticas hacia la membrana®”.

6.1 Procesamiento antigénico en el contexto del MHC I.

La molécula MHC | consiste de 3 cadenas asociadas de forma no covalente,
denominadas cadena pesada (HC) de 45kDa, cadena ligera de 12kDa y la cadena
Bo-microglobulina. Ademds, presenta una regién extracelular con 3 dominios
denominados «ol, o2 y o3 y también se han observado entre 1 y 3 sitios de N-
glicosilacion®>®*. El complejo MHC | estd conformado por una region
transmembranal y un tallo citopldsmico de 30 residuos de aa. El dominio o3
contiene el sitio de unién del co-receptor CD8 y los dominios ol y o2 interactian

con el TCR®.

Los antigenos presentados por las moléculas de MHC | derivan de
patdégenos intracelulares como son las bacterias y virus aunque también presentan
fragmentos de proteinas celulares tumorales. La expresion del MHC 1 es
constitutiva en las células somaticas, a diferencia de la expresion del MHC I, la
cual se observa en los macrofagos, linfocitos B y células dendriticas. Ademas, las
moléculas de MHC Il presentan péptidos que se encuentran en la matriz

extracelular®?’.



Una vez generados los péptidos antigénicos mediante enzimas hidroliticas, es
transportado al reticulo endoplasmico a través de la proteina transportadora TAP
(Transporter asociated with Antigen Presentation). A su vez, la cadena pesada y
B2-microglobulina son translocados al reticulo endoplasmico, donde su ensamblaje
requiere de la participacién de las proteinas chaperonas Bip y calnexina®" . El
complejo MHC se une y reconoce el péptido a través de la unién con TAP. Una vez
establecido el complejo MHC-péptido, este es liberado mediante exocitosis a la
membrana celular para que pueda ser reconocido por los linfocitos T citotéxicos>e.
En la figura 4 se muestra de forma esquematica el procesamiento antigénico en las

células que expresan un MHC de tipo I.
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Fig 4. Reconocimiento antigénico en el contexto de MHCI. Representacion esquematica del mecanismo de
procesamiento antigénico dentro de una célula que expresa un MHC tipo |. De esta manera se obtiene al
péptido que va a ser reconocido por los linfocitos T CD8+ para que éstas puedan ser activadas y llevar a cabo

su funcién efectora citotéxica.



Es necesario mencionar que ademas de la interaccion TCR-MHC/péptido, se
requiere de la interaccion de las moléculas accesorias del TCR (discutido en el
apéndice 5) asi como de un microambiente que favorezca la union celular entre
una célula APC y un linfocito T para promover una activacion celular. También
existen otros factores que determinan el tipo de respuesta que se va a
desencadenar durante la activacion como son la concentracion del antigeno, la
duracion del estimulo, la activacion de las proteinas intracelulares durante la

sefalizacion y los factores de transcripcion presentes.

Es muy importante tomar en cuenta que el microambiente dentro del cual se esta
llevando a cabo la presentacion antigénica, también participa en la activacion
celular como es el caso de IL-2, IFNy. Recientemente se han identificado a las
guimiocinas y a sus receptores como parte del conjunto de moléculas reguladoras
de la sefal del TCR durante la activacion celular. En el caso de las quimiocinas
CCL5 y CXCL12, estas participan en la maduracion de las células dendriticas y en

la regulacion de la sefial del TCR, respectivamente >3°*,

7.- Quimiocinas

Las quimiocinas son proteinas solubles que tienen un peso molecular aproximado
de 8 a 12kDa. Las quimiocinas son secretadas por diversos tipos celulares para
generar gradientes quimiotécticos que permitan el reclutamiento celular a través de
la quimiotaxis (migracion celular dirigida) hacia otros tipos celulares ¢ hacia
diversos tejidos. Su estructura comprende una region amino terminal (NHs) y una
secuencia de aminoacidos formada por 4 cisteinas; cuya clasificacion esta
determinada por la posicion en la que éstas se encuentren, dando origen asi, a las

quimiocinas alfa (CXC), a las beta (CC), a las gama (C), y a las delta (CX3C)>>*°.

Los receptores para las quimiocinas constan de una sola cadena
polipeptidica de 7 dominios transmembranales que en la region citoplasmica se
encuentra asociada a las proteinas G. Algunas de las quimiocinas y sus receptores
estan involucradas en diferentes enfermedades como cancer, VIH, enfermedades

56,57,58

autoinmunes e inflamacion Un receptor puede ser activado mediante

diferentes quimiocinas asi como también, una sola quimiocina puede activar a



diferentes receptores. El patrén de expresion de los receptores de quimiocinas
depende del tipo celular ademas del estado de activacion®>*°®°. En el apéndice 6

se muestra la clasificacion de las quimiocinas y sus receptores.
7.1 Quimiocinas Homeostaticas e Inflamatorias.

Se ha intentado también clasificar a los receptores de quimiocinas con respecto a
su expresion en las células durante las condiciones homeostéaticas (es decir, en
estado de reposo celular) y en condiciones de activacion celular. A diferencia de los
receptores de quimiocinas de tipo inflamatorio, los cuales se inducen por citocinas
inflamatorias como IL-1, TNFa o INFy, y por la activacion celular; los receptores
homeostéaticos mantienen una expresion constitutiva o basal en los 6rganos, tejidos

y en los diferentes tipos celulares en ausencia de algtn estimulo inflamatorio®.

La expresion de los receptores de quimiocinas, dependiendo del estado de
activacion celular, esta relacionada con la funcion de las quimiocinas, por ejemplo:
el receptor CCR7 que dirige a las células hacia tejidos especificos. A estos

receptores se les ha denominado receptores “homing” %4534,

7.2 CXCRA4.

El receptor CXCR4 tiene un unico ligando reportado, CXCL12. El raton deficiente
para CXCR4 (CXCR4-/-) presenta defectos en el desarrollo del corazén, cerebro y
vénulas. Como resultado de lo anterior, los embriones deficientes en CXCR4 y
CXCL12 no son viables®. En el humano, no se ha observado alguna deficiencia
relacionada a la ausencia de CXCR4/CXCL12. La funcion principal de la interaccion
de CXCR4-CXCL12 es retener a las células hematopoyéticas en la medula 0sea,
por lo cual se considera un receptor de homing®®.

La expresion y funcion de CXCR4 esté regulada a diferentes niveles. Se ha
observado que el factor de induccién de hipoxia-1 (HIF-1a), en conjunto con NfkB,
aumentan la expresién de CXCR4°%"%®. Ademas, reportes indican que CXCR4 sufre
procesos de degradacion mediante proteasas secretadas en microambientes
hematopoyéticos, entre los que se encuentran catepsinaG, dipeptidilpeptidasa y

elastasa®. La unién de CXCL12 al receptor, promueve su dimerizacion lo cual lleva



a su activacion, y, una vez desencadenada la cascada de sefalizacion, es
internalizado en endosomas mediante la unién con B-arrestina. La internalizaciéon

del receptor permite su reciclamiento y/o degradacion’.

El ligando de CXCR4 es expresado por las células dendriticas, células del estroma,
células endoteliales, medula ésea, corazon, musculo esquelético, higado, cerebro y
rifion’’. CXCR4 se expresa en los linfocitos T, macréfagos y monocitos. La
sefalizacion de CXCR4 promueve la migracion celular, adhesiéon y secrecion de
metaloproteinas asi como factores angiopoiéticos como es el factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF). Por otro lado, CXCL12 incrementa la adhesiéon de
los macrofagos y linfocitos T, mediante el incremento de la afinidad de VCAM-1 e
ICAM-1"2. También se ha observado su participacién en los procesos de

proliferacion y sobrevivencia celular.

Las vias de sefializacién que se activan a través del receptor CXCR4 involucran los
procesos de movilizacion de calcio, componentes de adhesion focal como la cinasa
Pyk-2 (proline-rich kinase-2), paxilina, PKC-y (fosfolipasa C-y), las MAPK, Jak2,
Jak3 y Tyk-2. Reportes recientes indican que CXCR4 puede activar a Ras, Src,
Lyn, Fyn, Lck, ZAP-70 y Vav, proteinas involucradas en la via de sefalizacion del
TCR",

7.3 CCRS.

CCRS5 es un receptor con un peso molecular aproximado de 40.6 kDa y comparte
un 17% de homologia con CCR2. Su expresion se observa en los linfocitos T con
fenotipo de memoria/activado, en monocitos, macréfagos y células dendriticas
inmaduras™. La sefializacién a través de las proteinas G, inducido por CCRS,
induce la movilizacion de calcio intracelular, asi como la formacion de inositol-1,4,5
trifosfato (InsP3). La activacion de PLCB (fosfolipasa CB) via CCR5 permite la
formacion de diacilglicerol (DAG) y la subsecuente activacion de las proteinas
PKC’s>.



CCLS5 es uno de los ligandos de CCR5, que induce la activacion de PI3K, asi como
de la proteina Rho lo que permite a su vez la activacion de cinasas de adhesion
focal (FAK y Pyk2), las cuales presentan papeles importantes en la migracién

celular’.

7.4 CXCRS.

La expresion de CXCR3 se observa en los linfocitos T humanos y en células NKs, y
sus ligandos son CXCL9, CXCL10 y CXCL11. Estas quimiocinas son secretadas
preferencialmente en sitios de inflamacion. CXCL9 y CXCL11 son secretados por
macrofagos y astrocitos. Se ha observado una alta produccion de CXCL10
proveniente de células T en enfermedades como encefalomielitis y en el rechazo
de o6rganos transplantados. Por otra parte, en los linfocitos T CD8+ sin activar,

también se ha observado la expresién del receptor CXCR3.

7.5 CCR7.

La expresion del receptor CCR7, se ha observado en los linfocitos T virgenes
(naive), los cuales se encuentran en los tejidos linfoides. La expresion de CCR7
facilita la entrada de las células dendriticas y linfocitos T a los tejidos linfoides. Se
ha reportado que los ratones deficientes en CCR7 presentan bajos niveles de
células dendriticas en los nodos linfaticos. Los ligandos de CCR7 (CCL19 y CCL21)
son expresados por el endotelio linfatico, células estromales, células endoteliales y

por las mismas células dendriticas bajo condiciones de activacién’’.

Sin embargo la expresion de los receptores de quimiocinas no es suficiente para
inducir la migracion celular, se requiere también de las moléculas de adhesién para
promover, ademas de un fenotipo, una capacidad migratoria’®. Reportes anteriores
muestran que las quimiocinas pueden inducir la expresion de las moléculas de
adhesién y regular su afinidad por su ligando’®. A este mecanismo de regulacién se
le conoce como sefializacion de adentro hacia fuera (inside-out signalling), debido a
que la sefial que se induce repercute sobre una molécula que se encuentra en la

superficie, pero no mediante la interaccién ligando-receptor®.



Las quimiocinas no solo funcionan como factores solubles, también tienen la
capacidad de unirse a proteoglicanos como es heparan sulfato mediante la
interaccion con los glucosaminoglicanos (GAG) presentes en las proteinas de la
matriz extracelular. Esto ademéas de permitir mayor adhesién celular, tiene como

consecuencia el incremento de los niveles de quimiocina local®>.

8.- Senalizacion de los receptores de quimiocinas

La superfamilia de las proteinas G monoméricas incluye a dos subfamilias
denominadas Ras y Rho. Dentro de la subfamilia de Ras se ubican los miembros
Ras, Rho, Rab, Ran y Arf. En la subfamilia de Rho sdélo se ubican tres miembros:
Rho, Rac y Cdc42. Las GTPasas Rho presentan un papel importante en la
progresion hacia el ciclo celular, en procesos de morfogénesis, polarizacion y

migracion celular®,

La GTPasa Cdc42, al igual que Rac, induce la polimerizacion de actina. Por
otro lado, Cdc42 esté relacionada con la formacion del lamelipodio y Rac con la
formacién del urépodo (figura 5), durante el proceso de polarizaciéon celular. La
regulacion de la polimerizacion de actina se da mediante la activacion de las
proteinas SCAR y Wasp. Las GTPasas Rho regulan la formacién y estabilidad de

los microttibulos, mediante la activacion de PAK®3,

La capacidad de responder a un gradiente quimiotactico depende de una
reorganizacion espacial de los componentes extra e intracelulares, lo cual resulta
en la formacion del lamelipodio (parte posterior de la célula) y de la formacion del
urépodo (parte anterior de la célula). Este proceso se denomina polarizacién
celular®. En la figura 5 se muestra el cambio fenotipico de una célula polarizada a
favor de un gradiente quimiotactico generado. Al tratar a los linfocitos T con CCL5,
CCL2 o algun otro agente quimotactico, se observa una reorganizacion de los
receptores CCR2 y CCR5 hacia el lamelipodio. De igual manera, como parte de la
reorganizacion de los receptores en la membrana, se ha observado la

colocalizacién de CCR5 con el co-receptor CD4%,
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Fig 5. Polarizacion celular. Esquema donde se muestra a una célula polarizada que se mueve a favor de un
gradiente quimiotactico. La formacion del lamelipodio en la parte posterior de la célula, se da mediante la
activacion de la GTPasa Cdc42, la cual facilita la polimerizacion de actina. Mientras que el urépodo se
encuentra enriquecido con miosina y, su formacién depende de la activacion de la GTPasa Rac El centro
organizador de microtdbulos (MTOC), sitio donde convergen los extremos de los Microtibulos, se dispone
detras del nacleo durante la polarizacién celular.

9.- Quimiocinas y el TCR

La primera manifestacion de un reconocimiento antigénico, durante la sinapsis
inmunoldgica, es la inhibicion de la migracion celular. Se ha reportado que las
quimiocinas compiten con la sefial del TCR durante el proceso de migracion en
presencia de antigeno'®®!%. Mediante ensayos de quimiotaxis utilizando filtros de
policarbonato, previamente inmunizadas con un superantigeno, se observé que los
linfocitos T no migran en respuesta a CXCL12, CCL5, CCL22, CCL2 o CCL3. Sin
embargo, en presencia de CXCL10, CCL21 y CCL19, el linfocito T es capaz de
evadir la sefial de paro que induce el TCR en presencia de un antigeno'®,



Tomando en cuenta estos resultados, se propuso la clasificacion de algunas
quimiocinas con respecto a su papel en la activacién del TCR; se denominaron a
las quimiocinas CCL5, CCL22, CCL2 y CCL3 como subordinadas y a las
quimiocinas CXCL10, CCL21 y CCL19 como dominantes'®. Las quimiocinas
dominantes son aquellas que tienen la capacidad de interrumpir la formacion de la
sinapsis inmunoldgica, evitando el contacto entre un linfocito T y una célula APC.
Las quimiocinas subordinadas son aquellas que no evitan la formacion de la
sinapsis inmunologica, debido a que la sefial del TCR es mas fuerte que la sefial
inducida por los diferentes gradientes quimiotacticos presentes en el

microambiente.

El andlisis de ratones deficientes para una de estas quimiocinas
subordinadas, CCL5, demostré que los linfocitos T presentan defectos en su
proliferacion y en la produccion de citocinas como IL-2 e IFNy, al ser estimuladas
con el anticuerpo anti-CD3 o con un antigeno’™. De esta forma se sugiere que la

quimiocina CCL5 participa en la regulacion de la activacion de los linfocitos T.

Por otra parte, los receptores de quimiocinas también participan en procesos de
apoptosis, como es el caso del receptor CXCR4. Se ha observado que al estimular
durante 3 dias con CXCL12 a la linea celular Jurkat, después de aumentar la
proliferacion en presencia del anticuerpo anti-CD3, se induce apoptosis. Esta
apoptosis depende de la expresion de Fas, sugiriendo que la induccién de la
apoptosis mediada por CXCL12 es un mecanismo de regulacion en ausencia de

estimulos que promuevan una activacion™°.

Por otro lado, se ha reportado que el receptor CXCR4 se asocia con el TCR; ésta
asociacion da como resultado una fosforilacién prolongada de la cinasa ERK1/2'*,

mayor a la que se observa sélo con el TCR.

Ademas, utilizando una linea celular de linfocitos T CD4+ (Jurkat) se observé que
las respuestas inducidas por CCL5, dependen de la expresion del co-receptor
CD3". Esto sugiere que los receptores de quimiocinas pueden utilizar la via de

sefalizacion del TCR para potenciar la activacion celular.



Las interacciones quimiocina-receptor han sido implicadas en la activacion de p38 y
ERK1/2. En timocitos humanos, CCL4 activa a Erk2, posiblemente via su receptor
CCRS5. La implicacién de la activacion de p38 mediada por CCL5 aun no esta
definida, sin embargo, debido a que la activacion de p38 es crucial para las
funciones coestimuladoras de CD28, es probable que p38 participe en las

funciones coestimuladoras provenientes de CCR5™.

Recientemente, se ha reportado que durante la sinapsis inmunoldgica, los
receptores CXCR4 y CCR5 son reclutados en la zona de interaccidon entre un
linfocito T CD4+ y una célula APC? pero su papel ain no esta claramente
descrito. Sin embargo, se ha postulado que el reclutamiento de estos receptores
promueve una mayor estabilidad mediante la secrecion local de quimiocina por
parte de la célula APC al linfocito, aunque se puede considerar también el papel

regulador en la sefial del TCR durante la activacion celular**?.

10.- Migracion y Transmigracion Celular

La capacidad de movimiento que presentan las células favorece a la comunicacién
celular. En condiciones homeostaticas, las células del sistema inmune viajan a lo
largo de los diversos tejidos del cuerpo en busca de un antigeno. Durante el
proceso de reclutamiento celular hacia el sitio de inflamacién, las quimiocinas y sus
receptores dirigen la migracién y transmigracion celular. Como se mencioné
previamente, la expresion de los receptores de quimiocinas depende del tipo
celular y de su estado de activacion. Para que una célula adquiera la capacidad de
migrar requiere de un fenotipo polarizado, interaccién con el endotelio mediante las
moléculas de adhesién y gradientes quimiotacticos que dirijan el movimiento (e.qg.

quimiocinas, leucotrienos)®.

La entrada de los linfocitos a los nodos linfaticos periféricos, a través de las vénulas
del alto endotelio (HEV), se lleva a cabo en 4 pasos secuenciales: 1) rodamiento y
anclaje, 2) activacion de moléculas de adhesion, 3) adhesién firme y 4)

diapedesis®.



Durante el primer paso, la interaccion de los linfocitos T al endotelio se promueve
mediante la interaccién de ICAM-1/2, VCAM-1, PECAM-1, con sus respectivos
ligandos, asi como la activacion de miembros de la familia de las JAMs como E-
selectina. La activacion de éstas moléculas trae como consecuencia un cambio
morfologico en las células endoteliales, formando sitios de transmigracion ricos en

filamentos de actina (paso 2).

Para promover la adhesion firme se requiere, dentro de estos sitios ricos en f-
actina, la presencia de integrinas como ICAM-1 y VCAM-1 asi como de la
presencia de moléculas adaptadoras como las proteinas ERM (e.g. ezrina, radixina
y moesina), talinas y vinculinas que faciliten la unién al endotelio para permitir la
transmigracion. La diapedesis hace mencién a la interaccion del linfocito T con la
region lateral de las células endoteliales, mediante la unibn con miembros de la

familia de las cadherinas y nectinas.
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Fig 6. Proceso de transmigracion. Esquema donde se ilustra el proceso de transmigracion de los linfocitos T
hacia el sitio de infeccion. Inicia con el reconocimiento de las moléculas de adhesion como E-selectina con su
ligando expresado en el endotelio. El reconocimiento inicial requiere de una mayor interaccion para promover la
transmigracion. Para ello, se requiere de la participacion de las integrinas como ICAM-1/2 y VCAM-1, asi como
de moléculas adaptadoras que faciliten la union con el citoesqueleto. El proceso de transmigracion es

dependiente de calcio.



11.- El Endotelio

La interaccién de las células del endotelio entre si, estd mediada por las uniones
intercelulares que regulan el paso de moléculas circulantes. Las tres uniones
intercelulares del endotelio son: las uniones adherentes (AJ), uniones estrechas
(TJ) y los desmosomas. Estas uniones se encuentran a lo largo de la regién
basolateral de las células endoteliales y epiteliales. La formacion de las uniones
estrechas y de los desmosomas depende de la formacion de las uniones
adherentes®. Las uniones adherentes estan conformadas por moléculas
denominadas CAM (Cellular Adhesién Molecule). Las Cadherinas y las Nectinas

son miembros de ésta familia®®.

11.1 Nectinas y Cadherinas.

La familia de las nectinas esta conformada por 4 miembros (nectina 1 - 4), cada
miembro presenta 2 6 3 variantes, como resultado del proceso transcripcional
denominado “splicing” (corte y empalme). A excepcion de nectina-1, la cual es una
proteina secretada, todas las nectinas presentan una region extracelular con 3
dominios tipo inmunoglobulina (Ig-like), una regién transmembranal y un tallo
citoplasmico®’. Las nectinas, exceptuando nectina-18, nectina-3y y nectina-4,
presentan una secuencia conservada en el carboxilo terminal conformada por 4
residuos de aminoacidos (Glu/Ala-X-Tyr-Val). Este motivo permite la union de la
proteina de unién de filamentos de actina (F-actina) denominada Afadin. La unién

con afadin trae como consecuencia la unién al citoesqueleto®”%,

Las nectinas participan en las uniones adherentes independientes de calcio a
través de la formacion de homo y hetero- trans- dimeros en la regién extracelular.
La interaccibn homotipica es referida a la interaccion con la misma molécula
expresada en otra célula, a diferencia de la interaccion heterotipica, la cual
involucra la interaccion de dos moléculas diferentes. Las nectinas también pueden
unir, a través de su tallo citopladsmico, a Pals-3, proteina que participa en la

polaridad celular. Esta union permite la formacion de los complejos con PKC y Par-



6. También pueden inducir la activacion de las GTPasas Rac y Cdc42, a diferencia

de las cadherinas, las cuales solamente pueden activar a la GTPasa®®.

Por otro lado, las E-cadherinas son miembros de la familia de las cadherinas y su
expresion se da en las células epiteliales. Las E-cadherinas son dependientes de
calcio y estan asociadas con la actina del citoesqueleto a través de las proteinas

periféricas denominadas B-cateninas y las a-actininas®®®.

Las nectinas y las E-cadherinas de manera independiente forman dimeros
cis lo cual a su vez permite la formacién de dimeros trans, facilitando asi la
agregacion de moléculas en los sitios de contacto célula-célula. Las nectinas y las
E-cadherinas estan asociadas dentro de estos agregados a través de Afadin y de
cateninas. La fusion entre éstos agregados genera las uniones adherentes

maduras®*.

Una vez generado las uniones adherentes se lleva a cabo la formacion de
las uniones fuertes (TJ), con la participacion de las moléculas JAM (Junctional
Adhesion Molecule), claudinas y ocludinas®. Las JAMs son las primeras moléculas
en ser reclutadas al sitio de union celular formado por las nectinas y las E-
cadherinas seguido de las claudinas y las ocludinas®. Las JAMs reclutan el
complejo de polaridad celular previamente formado por las nectinas a través de la
unién directa de Pals-3%.

11.2 Nectin-like.

Se han identificado 5 moléculas con dominios estructurales similares a las nectinas,
denominadas moléculas tipo-nectina 1-5 (nectin-like 1-5). De manera homologa a
las nectinas, las proteinas nectin-like presentan una regién extracelular con 3
dominios tipo Ig, una region transmembranal y un tallo citoplasmico. Sin embargo,
estas moléculas no tienen la habilidad de unirse directamente a Afadin. Las nectin-
like interactlan con las nectinas y estan involucradas en procesos de adhesion
celular, migracion y proliferacion, participando de forma conjunta o independiente

de las nectinas®.



Necl-1: Participa en el proceso de adhesion celular independiente de calcio,
presenta interacciones homotipicas y heterotipicas con Necl-2, nectina-1 y nectina-

3. Necl-1 esta expresada especificamente en tejido neural®.

Necl-2: Es una molécula que contiene un peso molecular de 92kDa. Presenta una
actividad de adhesion celular independiente de calcio con interacciones
homotipicas y heterotipicas con nectina-3 y con la molécula de adhesién
denominada CRTAM, la cual esta expresada en los linfocitos T CD8+ y en las
células NKTs activadas®™ .

La expresion de necl-2 es ubicua; se ha detectado por Western Blot a la
proteina en cerebro, pulmon, testiculo, corazén bazo e higado de raton y, mediante
microscopia de fluorescencia se observd su expresion en higado y pancreas de
raton. En las células epiteliales necl-2 se localiza en la regién basolateral de la
membrana plasmatica. La participacion de Necl-2 en procesos de tumorigénesis ha
sido ampliamente estudiada. En estudios realizados con células de cancer de

pulmén, se determiné el papel de Necl-2 como un gen supresor de tumores®.

Necl-5: Presenta una actividad de adhesion celular independiente de calcio, sus
interacciones heterotipicas son exclusivamente con nectina-3. Necl-5 se encuentra
fisicamente asociada con CD44, una proteina transmembranal involucrada en la

migracién celular y en procesos de metastasis de algunas células tumorales®.

Las propiedades de Necl-3 y Necl-4 no se han descrito.

12.- Las Moléculas de adhesion.

Las integrinas son moléculas de adhesion que promueven la interaccion entre las
células, la matriz extracelular y algunos componentes del plasma. Cada integrina
estd compuesta por dos cadenas, ay B y en los mamiferos se han identificado 24
pares af. Las integrinas LFAL, VLA4 y la integrina as;p; son importantes en el

funcionamiento adecuado de las células que participan en la respuesta inmune®®®’,

Las interacciones de LFA1 con su ligando denominado ICAM1/2 facilita el trafico

leucocitario hacia los 6rganos linfoides secundarios y permite la interaccién con la



APC. Por otra parte, las interacciones de a487 con MADCAML1 y VLA4 con VCAM1
participan en la migracion de los linfocitos hacia los 6rganos linfoides de la mucosa

y hacia los tejidos inflamados, respectivamente®.

Una molécula involucrada en la adhesion celular es la Talina. Esta es una proteina
del citoesqueleto con un peso de 250kDa vy, permite la unién de las integrinas con
la actina. Talina se encuentra en la region del urépodo en los linfocitos T
polarizados. La union de Talina con las integrinas se lleva a cabo en la cadena 3
gracias al dominio ERM, (proteina 4.1,ezrina, radixina, y moesina) localizado en el
extremo amino terminal; en el extremo carboxilo se localiza Talina unida a la f-
actina®. Utilizando el ratén deficiente para Talina (talin™), se inhibe la afinidad de

diversas intergrinas, incluyendo a a,Bs y asp:®.

Por otra parte, las quimiocinas tienen un papel importante en la activacién de
diversas moléculas de adhesiéon e integrinas como LFA-1 e ICAM-1. Estudios de
linfocitos T realizados mediante ensayos de adhesibn han demostrado que,
diversas quimiocinas promueven el arresto celular mediante la sobre-expresion de

la integrina p2%°.

La avidez, entendida como la fuerza con la cual se promueve una respuesta
durante la interaccion entre las moléculas de adhesion y su ligando, puede ser
alterada por la afinidad y la agregacion de los receptores (cluster). La afinidad se
refiere a la fuerza con la cual interacciona el receptor y su ligando. El balance entre

la afinidad y agregacién determina la activacion de las integrinas®®.

En general, los linfocitos no estimulados con antigeno no son adherentes; sin
embargo, en respuesta a un antigeno se adhieren a otras células y a la matriz

extracelular en un periodo de minutos.

Bajo condiciones homeostéticas, la migracion de los linfocitos T estd mediada por
L-selectina (CD62L) y con una contribucion minima de LFAL1 y a4. En cambio, LFAL
y a4 B7 presentan un papel importante en la adhesion de los linfocitos a las HEV de

los nodos linfaticos y de las placas de Peyer®.



La regulacion de la expresion de las moléculas de adhesion no esta del todo
descrita, sin embargo, se ha observado la participacion de la cinasa PI3K y de las
proteinas G. Experimentos realizados con inhibidores de PI3K han demostrado
que, la inhibicion de PI3K bloquea la agregacion de LFA-1 inducido por
quimiocinas'®. En cambio, la GTPasa Rho regula diferencialmente la afinidad y las
uniones multivalentes de LFAL. La cinasa PKC{, por otro lado, esta involucrada en

la formacion de agregados de LFA-1, inducido por las quimiocinas.

13.- CRTAM.

CRTAM (Class-I-restricted T cell associated molecule) ha sido identificada
recientemente como una molécula perteneciente a la familia de las
Inmunoglobulinas. Se localiza en el cromosoma 11 en el humano. Presenta 2
dominios tipo Ig uno variable y otro constante. En la region extracelular presenta 5
sitios posibles de glucosilacién y en la regién intracelular 3 sitos posibles de

fosforilacion asi como un dominio de unién a PDZ0%10?,

CRTAM presenta un 30% de identidad con las nectinas y un 55% con las
nectin-like. Su expresion se ha observado en células NKTs y en linfocitos T CD8+
estimulados con PMA y lonomicina. Ademdas, mediante ensayos de
inmunohistoquimica se observé la expresion de CRTAM en las neuronas de

Purkinje'%193,

La expresion de la proteina CRTAM se observa en los linfocitos T CD8+ a partir de
las 12 y 36 horas post-activacion con PMA y lonomicina, aunque se ha detectado el
RNAmM de CRTAM a partir de las 4 horas post-activacion. El ligando identificado
para CRTAM es Necl-2'%% La unién de CRTAM con Necl-2 promueve la
citotoxicidad de las células CD56+ y, en los linfocitos T CD8+, promueve la

secrecion de IFNy.

Por otra parte, se ha identificado a una pequefia subpoblacidon de células
dendriticas que expresan Necl-2, estas células son identificadas por la expresion

de BDCA3" lo cual sugiere que la interaccion Necl-2 y CRTAM pudiera estar



participando en la sinapsis inmunolégica’®®. No obstante, es necesario determinar
si Necl-2 y/o CRTAM patrticipan en el proceso de sinapsis inmunoldgica.

La expresion de CRTAM se ha observado bajo los estimulos con PMA,
lonomicina y con anticuerpos anti-CD3 en células NKTs vy linfocitos T CD8+, sin

embargo se desconoce si alguna otra molécula induce o regula su expresion.



14.- Planteamiento del problema

CRTAM es una molécula que se expresa durante la fase de activacion temprana de
linfocitos T CD8+ y células NKT. En linfocitos T CD8+ la interaccion de CRTAM con
su ligando Necl-2 incrementa la liberacion de IFNy y su actividad citotoxica. Otros
experimentos indican que CRTAM también pudiera tener actividad de adhesion con
las células endoteliales y células APC. Por otro lado las quimiocinas modulan la
expresion y afinidad de las moléculas de adhesion y también participan durante la
activacion via TCR, por lo tanto es necesario determinar el papel de las

guimiocinas sobre la expresiéon de CRTAM en los linfocitos T CD8+.

El resolver este problema nos daria una mejor idea acerca del papel de
CRTAM en los linfocitos T CD8+ activados.



15.- Hipotesis

Las quimiocinas participan en la expresion de CRTAM en los linfocitos T CD8+.



16.- Objetivos

16.1 Objetivo general.

Evaluar el papel de las quimiocinas sobre la expresion de CRTAM en los linfocitos
T CD8+.

16.2 Objetivos particulares.

1.- Evaluar el efecto de la estimulacion con diferentes concentraciones de

quimiocina, sobre la expresion de CRTAM en los linfocitos T CD8+.

2.- Evaluar el efecto de la coestimulacion de las quimiocinas sobre la expresion de

CRTAM, en los linfocitos T CD8+ con diferentes estados de activaciéon via TCR.



17.- Materiales y métodos

Obtencién de células Mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Las células mononucleares de sangre periférica, se obtuvieron a partir de paquetes
leucocitarios de donadores sanos, del banco de sangre del Hospital Central Norte
de Pemex. La purificacion de PBMCs se realizé mediante la técnica del gradiente
de Ficoll. Esta técnica permite separar por densidad a los eritrocitos y a las células
polimorfonucleares de los monocitos y linfocitos. Para ello se tomaron 15ml de
sangre y se mezclaron con 15ml de Buffer de Solucion de Fosfatos 1x (PBS 1x),
previamente esterilizado. De manera paralela se colocaron 10ml de ficoll
hystopaque 1077 (Sigma) en un tubo falcon de 50ml. y, se adiciond
cuidadosamente la mezcla de sangre con PBS, evitando que se mezclara con el
ficoll. Posteriormente se centrifugaron las muestras durante 30min. a una velocidad
de 1600 rpm a temperatura ambiente. Al término, se recupero la fase que contenia
a las células mononucleares. Esta fase se localiza entre el ficoll y el PBS 1x estéril.
Una vez obtenidas las células se lavaron 3 veces con PBS 1x estéril a 4°C con
centrifugaciones a 1200rpm durante 5 min, entre cada lavado.

En el caso donde después del primer lavado se observaron eritrocitos, se adiciond
5 ml de cloruro de amonio, y se incubaron durante 10 min. a 37°C. Esto se hizo
para lisar a los eritrocitos. Al término de la incubacion, las células se lavaron 2
veces con PBS 1x estéril a 4°C con centrifugaciones a 1200rpm durante 5 min,
entre cada lavado. En la figura 10 se muestran los diferentes gradientes formados
durante la separacién de células PBMC's, mediante la técnica de gradiente de
ficoll. En el apéndice 2 se explica de manera mas detallada el protocolo de

separacion de células PBMC’s mediante la técnica de gradiente de ficoll.
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Fig 7. Gradiente de ficoll. Se muestra los diferentes gradientes formados durante la técnica de separacion de
células mononucleares de sangre periférica mediante el gradiente de ficoll 1077. Siendo los eritrocitos las
células que presentan mayor densidad, debido a la alta concentracion de hierro que presentan.

Ensayo de Estimulacion

Una vez obtenidas las células mononucleares de sangre periférica se determiné la
viabilidad celular mediante la tincién con azul tripano. Se cultivaron 5x10° células/ml
en placas de 24 pozos en medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal
bovino y los antibioticos estreptomicina y penicilina; para evitar el crecimiento
bacteriano. Posteriormente fueron estimuladas con 2 ng/ml de forbol miristato
acetato (PMA) y 200 ng/ml de lonomicina. El tiempo de estimulacion fue de 18hrs.
a 37°C.

En el caso de la estimulacién con las quimiocinas CXCL12, CXCL10 y CCL5, se
utilizaron las concentraciones de 100, 200 y 500 ng/ml. El tiempo de estimulacién
fue de 18 hrs. a 37°C.

La estimulacion de PBMCs con el anticuerpo anti-CD3 se realizé en placas de
cultivo. Inicialmente, se incubd la placa con estreptavidina en las concentraciones
de 1y 5ug/pl a 37°C durante 1hr. Al término de la incubacion, se lavo la placa con
1ml de PBS 1x estéril y se agrego el anticuerpo anti-CD3 humano biotinilado a una
concentracion de 5ug/pl 6 1ug/ul. La incubacion del anticuerpo fue a 37°C durante
1hr.



Una vez sensibilizada la placa, se cultivan 5x10° células/ml en medio RPMI
suplementado con 10% de suero fetal bovino y 100 yg/ml de ampicilina, durante
18hrs. a 37°C.

Para los ensayos de coestimulacion, se cultivaron 5x10° células/ml en medio RPMI,
en placas previamente sensibilizadas y, se adicionaron las quimiocinas CXCL12,
CCL5 y CXCL10 en las concentraciones de 100, 200 y 500ng/ml. Se incubaron a
las células a 37°C durante 18hrs. En el apéndice 4 se muestra de manera mas

detallada el protocolo para los ensayos de estimulacion.
Ensayo de Tincién Extracelular

Una vez concluidas las 18hrs. de incubacion con los diferentes estimulos, se
lavaron las placas con 5ml de PBS 1x no estéril, para recuperar a las células
estimuladas. Se excluyeron a las células adherentes debido a que la poblacion de
interés son los linfocitos los cuales, a diferencia de los monocitos, no se adhieren a
la placa. Se centrifugaron las células a 1500rpm durante 5 min. a 4°C. Las células

recuperadas fueron sometidas a 2 lavados con 15ml de PBS 1x no estéril.

Para evitar la unién inespecifica de los anticuerpos a otros receptores, se
bloquearon los receptores Fc con inmunoglobulinas durante 30 min a 4°C. Una vez
concluido el tiempo de incubacion, se lavaron las células con un buffer de tincion
(PBS 1x 90% y SFB 10%) y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min. Se realiz6
la tincion extracelular, para los diferentes estimulos, para determinar a los
marcadores CD3, CD8, CD69 y CRTAM. Los fluorocromos acoplados a estos

anticuerpos fueron: FITC, Pe, APC y Cy5, respectivamente.

En el caso de la tincién para medir a CRTAM se realizé una tincion indirecta, es
decir, debido a que el anticuerpo anti-CRTAM no se encuentra acoplado
directamente a un fluorocromo, se utilizd un anticuerpo secundario acoplado al
fluorocromo Cy5. La incubacién de los anticuerpos fue durante media hora a 4°C.

Al término de la tincion, se lavaron las células con 1 ml de buffer de tincién y se

centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min. Se resuspende el pellet en 200ul de



paraformaldehido al 4% para su posterior analisis en el citometro de flujo. En el

apéndice 3 se explica de manera mas detallada el protocolo de tincion extracelular.

Captura y analisis de resultados mediante la técnica de Citofluorometria

Las muestras estimuladas, tefiidas y fijadas fueron capturadas en un citdmetro de
flujo (FACS Scan. BD), se capturaban 200,000 células para el analisis de cada
muestra. Dependiendo del tamafio y la granularidad que presentan las células, se
identific6 a la poblacién de interés para determinar la expresion de CRTAM
mediante el programa de andlisis de datos WINMDI. Los linfocitos presentan un
tamafio y una granularidad baja en comparacion con los macrofagos. Sin embargo,
en estados de activacion, los linfocitos T incrementan tanto su tamafio como su
granularidad, debido al incremento de vesiculas intracelulares observadas durante
este proceso. El andlisis de la expresion de CRTAM se evalu6 mediante el
porcentaje de células positivas y los valores de intensidad media de fluorescencia
(IMF); este valor hace referencia de la intensidad de la expresion del receptor en
una sola célula. El analisis estadistico se realiz6 en el programa GraphPad Prism y

prueba estadistica utilizada fué ANOVA.



18.- Resultados

La regulacién de las quimiocinas sobre la expresion de las moléculas de adhesion
ha sido previamente reportada en los linfocitos T. Sin embargo se desconoce si la
expresion de CRTAM en los linfocitos T CD8+ activados puede ser regulada por las
quimiocinas. Para poder abordar el problema fue necesario determinar la expresion
maxima de CRTAM en los linfocitos T CD8 inducido con PMA y lonomicina,
farmacos que inducen la activacién celular in vitro. Para ello, estimulamos a 5x10°
cel/ml con 2 ng/ml de PMA y 200 ng/ml de lonomicina durante 18 horas (h) y
medimos la expresién de CRTAM en los linfocitos T CD3", CD8", CRTAM". Como
control de activacion usamos al marcador de activaciéon temprana CD69. La
expresion de CD69, se observa a partir de las primeras 4h y hasta 48h después de
la activacion de los linfocitos T.

Para el andlisis de los resultados, se determiné a la subpoblacion de los linfocitos T
mediante su tamafio y granularidad (Grafica 1) ya que las células mononucleares
de sangre periférica no solamente incluyen a los linfocitos T y B, sino ademas se
encuentran presentes monocitos, macrofagos y células dendriticas (los granulocitos
no se encuentran presentes en las PBMCs). El tamafio y la granularidad de estas
células varian dependiendo del tipo celular y de su estado de activacion. En el caso
de los linfocitos T y B, estos presentan un tamafio pequeio, y la granularidad,
mediada en términos de vesiculas intracelulares, es menor en comparaciéon a los
macrofagos y células dendriticas. EI marcador CD3 permite distinguir a los
linfocitos T de los linfocitos B. Debido a ello, se realizé tincién para determinar la
expresion del co-receptor CD3; el co-receptor CD8 fue determinado ademas, para
excluir a los linfocitos T CD4+. La expresion de CRTAM fue medida en porcentaje
de células que expresan el marcador, asi como la intensidad de esa expresion. La
grafica 1A muestra la region establecida para los linfocitos T asi como a la
subpoblacion CD3+CD8+. En la grafica 1B se muestra la expresion de CRTAM y
CD69 inducido por los estimulos de PMA y lonomicina. La expresion de CRTAM
observado a las 18h post activacion se incrementd 17 veces con respecto a su
expresion basal. En cuanto a la expresion de CD69, el efecto de PMA y lonomicina

incrementd hasta mas de 20 veces con respecto a su basal. Una vez determinada



la expresion maxima de CRTAM, fue necesario determinar si el estimulo de las

guimiocinas inducia la expresiéon de CRTAM en los linfocitos T CD8+.

A
FL3-133\;M
CD3
B
- 30 -
30 P=0.0087
P =0.0119 *
*
20 — 20 -
Veces de
Incremento
10 - 10 =
0 - I R T
CRTAM CD69
|:| PMA + lonomicina
. Basal

Gréfica 1. Los linfocitos T CD8+ estimulados durante 18h con PMA y lonomicina expresan CRTAM. A) Se
muestra una grafica de puntos de la distribucién de células mononucleares con base en su tamafio y
granularidad. La region 1(R1) incluye a las células que presentan el menor tamafio y granularidad, que
corresponde a los linfocitos T y B. A partir de R1 se analizé la expresion de CRTAM en la subpoblacién
CD3'CD8" (R2). B) Se muestra la expresion de CRTAM inducido por los estimulos de PMA (2ng/ml) +

lonomicina (200ng/ml). El andlisis estadistico se realizé6 mediante la prueba de ANOVA. n=2.



Para ello se estimularon a las células PBMCs con diferentes concentraciones (100,
200 y 500 ng/ml) de las quimiocinas CXCL12 y CXCL10, durante 18 h y se midio la
expresion de CRTAM. Los linfocitos T CD8+ en estado basal, expresan los
receptores CXCR4 (receptor para CXCL12) y CXCR3 (receptor para CXC10). La
gréafica 2 muestra la expresion de CRTAM en los linfocitos T CD8", bajo el estimulo
de las quimiocinas CXCL12 y CXCL10.
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Gréfica 2. Las quimiocinas CXCL12 y CXCL10 no inducen la expresiéon de CRTAM en los linfocitos T
CD8+. Expresion de CRTAM bajo el estimulo de las quimiocinas CXCL12 y CXCL10. A) Curva de
concentracién-respuesta de la quimiocina CXCL12 sobre la expresiéon de CRTAM. B) Curva de concentracion-
respuesta de la quimiocina CXCL10 sobre la expresion de CRTAM. El andlisis estadistico se realiz6 mediante

la prueba de ANOVA. ns (no es significativo). n=2.

Las quimiocinas no inducen la expresion de CRTAM en los linfocitios T CD8+.
La presencia de las diferentes concentraciones de las quimiocinas CXCL12 y
CXCL10 no indujo la expresion de CRTAM en los linfocitos T CD8+. La falta de
respuesta en la expresion de CRTAM en presencia de las quimiocinas CXCL12 y

CXCL10 sugieren dos cosas: la primera es que las quimiocinas y sus receptores no



participan en el aumento en la sintesis de CRTAM y la segunda es que las sefales
inducidas por las quimiocinas no es suficiente para promover una activacion celular
qgue permita la expresion de CRTAM. Para determinar el efecto de las quimiocinas
sobre la expresion de CRTAM se estimularon a las células mononucleares con el
anticuerpo anti-CD3 y se agregaron las diferentes concentraciones de las
quimiocinas CXCL12, CXCL10 y CCLS5.

Previo a los ensayos de coestimulacién se determiné la expresion de CRTAM
bajo diferentes estadios de activacion celular, obtenidos mediante diferentes
concentraciones del anticuerpo anti-CD3. En la grafica 3 se muestra la expresion
de CRTAM inducida con diferentes concentraciones de anticuerpo anti-CD3. Para
la curva de concentracion, se estimularon a los linfocitos T CD8+ con 1, 2 6 5 pg/ul

del anticuerpo anti-CD3 y 18h después se midié la expresion de CRTAM.

Expresion de CRTAM inducido con diferentes
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Gréfica 3. Grafica de concentracion-respuesta del anticuerpo anti-CD3 para determinar la expresion de
CRTAM en los linfocitos T CD8+. Histograma donde se muestra la expresién de CRTAM con 1, 2y 5 pg/ul de
anticuerpo anti-CD3 humano (OKT3). Se utilizé la concentracién mas alta y mas baja del anticuerpo anti-CD3
para los ensayos de coestimulacion con las quimiocinas CXCL12, CXCL10 y CCL5. El incremento de la MFI se

tomé con respecto al basal.

La expresion de CRTAM inducida con 5ug/pl del anticuerpo anti-CD3
disminuye en presencia de las quimiocinas CXCL12, CXCL10 y CCL5 en los
linfocitos T CD8+. Reportes previos han mostrado que las quimiocinas y sus
receptores participan en la regulacion de la sefal del TCR durante los procesos de
activacion celular. Tomando en cuenta que, CRTAM se induce durante el proceso
de activacion, decidimos evaluar el papel de las quimiocinas sobre la expresion de
CRTAM inducido por el TCR. Para ello, estimulamos a las PBMCs con 5 pg/ul de
anticuerpo anti-CD3 y se afiadieron diferentes concentraciones de las quimiocinas
CXCL12, CXCL10 y CCL5 (100, 200 y 500 ng/ml) y se midi6 la expresion de
CRTAM en los linfocitos T CD8+ activados. En la grafica 4 muestra la expresion de
CRTAM en los linfocitos T CD8+ activados de manera simultanea con el anticuerpo
anti-CD3 y las quimiocinas CXCL12, CCL5 6 CXCL10. Los resultados obtenidos de
estos ensayos mostraron que la presencia de las quimiocinas CXCL12, CXCL10 y
CCL5 disminuye la expresion de CRTAM. Estos resultados nos indican que las
quimiocinas participan en la regulacion de la expresion de CRTAM, inducida por el
TCR. Sin embargo, es probable también que la concentracion del anticuerpo anti-
CD3 promueva una alta expresion de CRTAM, inhabilitando un aumento en la
expresion en presencia de las quimiocinas. Cabe hacer notar que la disminucion de
CRTAM por efecto de las quimiocinas no llega a un nivel basal de la proteina, es
decir, no hay una inhibicion de la expresion de CRTAM por efecto de las

quimiocinas.
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Grafica 4. La expresion de CRTAM inducida con 5ug/ul del anticuerpo anti-CD3 disminuye en presencia de las

quimiocinas CXCL12, CXCL10 y CCL5 en los linfocitos T CD8+. Gréficas representativas de la expresion de

CRTAM al estimular a 5x106 cel/ml con 5ug/ul y 100,200 y 500ng/ml de las quimiocinas CXCL12, CCL5 y

CXCL10. Los resultados son expresados como la intensidad media de fluorescencia (MFI).



La expresion de CRTAM inducida con 1pg/pl del anticuerpo anti-CD3 aumenta
en presencia de las quimiocinas CXCL12 y CCL5 en los linfocitos T CD8+. La
disminucién de la concentracion del anticuerpo anti- CD3, resulté en el aumento de

la expresion de CRTAM en presencia de las quimiocinas CXCL12 y CCL5.
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Gréfica 5. La expresién de CRTAM inducida con 1ug/ul del anticuerpo anti-CD3 aumenta en presencia de las
quimiocinas CXCL12 y CCL5 en los linfocitos T CD8+. La concentracion subdptima utilizada para el anticuerpo
anti-CD3 duarnte los ensayos de coestimulacién fue de 1lug/ul. A) Se muestra el efecto de la quimiocina
CXCL12, a dos concentraciones diferentes, sobre la expresion de CRTAM inducido por el anticuerpo anti-CD3
en los linfocitos T CD8+. Las concentraciones de las quimiocinas utilizadas fueron de 100 y 200ng/ml. B)
Histogramas que muestran el aumento en la expresién de CRTAM en los linfocitos T CD8+ activados por efecto
de CCL5. Los valores fueron obtenidos mediante los valores de intensidad media de fluorescencia (IMF).

Ambas quimiocinas indujeron un efecto similar sobre CRTAM, el cual fue
dependiente de la concentracion utilizada. A pesar de observar un incremento
modesto en la expresion, el efecto observado con 5ug/ul del anticuerpo anti-CD3

se revierte.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que, las quimiocinas
regulan la expresion de CRTAM en linfocitos T CD8+ activados y ademas, ésta

regulacion depende del estado de activacién celular.



19.- DISCUSION

Una respuesta inmune de tipo adquirida se inicia con el reconocimiento de
antigenos procesados y presentados por el MHC expresado en las células APCs, al
TCR. Las quimiocinas secretadas por las APCs, inhiben la migracién de los
linfocitos T durante el reconocimiento antigénico, probablemente para promover

una interaccion estable entre ambas células?®.

La respuesta al gradiente quimiotactico depende de la expresion de los
receptores de quimiocinas en los linfocitos T. En el caso de los linfocitos T CD8+,
CXCR4 y CXCR3 se expresan principalmente en condiciones homeostaticas,
mientras que el receptor CCR5, lo hace en condiciones inflamatorias®. Reportes
recientes han demostrado que las quimiocinas también participan en los proceso
de proliferacion y apoptosis, ademas de regular la sefial del TCR durante el

proceso de activacion'®.

Por otro lado, las moléculas de adhesion participan en los procesos que involucran
interacciones celulares, como son: el reconocimiento antigénico y la
transmigracion. Las quimiocinas regulan tanto la expresion como la afinidad de las
moléculas de adhesion, mediante un mecanismo conocido como “signaling inside
out” (sefializacién de adentro hacia fuera)’®®°. La sefializacién inducida durante
este mecanismo, a diferencia de la sefializacién generada mediante la interaccion
ligando-receptor (sefial de afuera hacia adentro), regula la expresion de una
molécula que se encuentra en la superficie. Es necesario estudiar con mas detalle
la(s) via(s) que participa(n) en este mecanismo, sin embargo, se han propuesto
algunas proteinas que pudieran estar participando en esta sefializacién entre las

que resaltan ZAP-70, SLP-76 y la proteina adaptadora LAT®.

En el caso de los linfocitos T CD8+, se expresa una molécula de adhesion, durante
las primeras 36 h post activaciéon, denominada CRTAM. Esta expresion no es
exclusiva de estos linfocitos, ya que su expresion se observa también en las células
NKTs asi como en otros tipos celulares'®. En los linfocitos T CD8+, CRTAM
participa en la produccion de IFNy y en el caso de las células NK, aumenta su
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embargo, no se ha descrito la participacion de otras moléculas en la regulacion de
la expresion de CRTAM. Tomando en cuenta que las quimiocinas regulan la
expresion de las moléculas de adhesion y que ademas modulan la sefal del TCR,
se decidié evaluar el papel de las quimiocinas sobre la expresién de CRTAM en los
linfocitos T CD8+. Para lograr nuestro objetivo, estimulamos células PBMCs con
diferentes concentraciones de CXCL12, CXCL10 y CCL5, en presencia 0 ausencia
del anticuerpo anti-CD3. Los resultados obtenidos muestran que el s6lo estimulo de
las quimiocinas no promueve la expresion de CRTAM en los linfocitos T CD8+. Sin
embargo, en presencia del anticuerpo anti-CD3, la expresion de CRTAM es
regulado por las quimiocinas. Ademas, el efecto regulador de las quimiocinas sobre
CRTAM depende del estado de activacion celular medido con diferentes
concentraciones del anticuerpo anti-CD3 y ademas con el marcador de activacion
CD69.

Una posible explicacion al porqué las quimiocinas no inducen la sintesis de
CRTAM, puede deberse a que CRTAM se expresa en condiciones de activacion, y
la sefial inducida por los receptores CXCR4 y CXCR3 no es suficiente para
promover una activacion celular. En cuanto al marcador de activacion CD69
utilizado como control de activacion, tampoco fue inducido en presencia de las
quimiocinas CXCL12 y CXCL10. Estos datos concuerdan con reportes anteriores
donde se muestra que la coestimulacion de CXCL12 aumenta la expresion de
CD69, sin embargo, el sélo estimulo con la quimiocina, no es capaz de inducir su
expresion'’. En el caso de CXCL10, la expresiéon de CD69 observada bajo las
concentraciones de 100 y 500 ng/ml de quimiocina, resultdé ser estadisticamente

significativo.

Debido a la falta de expresion de CRTAM en células estimuladas Unicamente con
guimiocinas a diferentes concentraciones, se evalud su papel coestimulador sobre

la expresion de CRTAM, inducido por el TCR.

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos de estimulacion de las células
mononucleares con las diferentes concentraciones del anticuerpo anti-CD3,

demostraron que las quimiocinas CXCL12, CXCL10 y CCL5 participan en la



regulacion de la expresion de CRTAM en los linfocitos T CD8+. La adicion de las
diferentes concentraciones de CXCL12, CXCL10 y CCL5 resulté en una
disminucién de la expresion de CRTAM, inducida por el TCR a una concentracion
de 5 ug/ul en los linfocitos T CD8+. Estos resultados sugieren que la concentracion
de 5 ug/ul de anticuerpo anti- CD3 indujo un nivel de expresién de CRTAM donde

no puede ser aumentado en presencia de las quimiocinas.

Por otro lado, ademas de regular la sefal del TCR, los receptores de quimiocinas
tienen la capacidad de regular la expresion de moléculas de adhesion. Por lo que la
disminucién observada de CRTAM en los linfocitos T CD8+, en presencia de las
quimiocinas, puede reflejar un mecanismo de regulacion de la activacion de los
linfocitos T CD8+. Sin embargo, es necesario que se realicen ensayos donde se
muestre que el aumento o la disminucién de CRTAM por efecto de las quimiocinas,
altera el proceso de activacion.

Para determinar si las quimiocinas pueden, ademas de disminuir la expresion de
CRTAM, aumentarla, fue necesario disminuir la concentracion de anticuerpo anti-
CD3. Mediante una curva de concentracion se determind la concentracion
subdptima a 1ug/ul de anticuerpo. Esta concentracion nos permite observar la
expresion de CRTAM sin llegar a los niveles inducidos con 5 pg/ul de anticuerpo
anti-CD3. Los datos obtenidos en los ensayos de coestimulacion bajo estas
condiciones de activacion, muestran que las quimiocinas CXCL12 y CCL5
aumentan la expresion de CRTAM en los linfocitos T CD8+. Tomando en cuenta
los resultados obtenidos con las 2 diferentes concentraciones de anticuerpo anti-
CD3, se concluye que el efecto regulador de las quimiocinas sobre la expresion de

CRTAM, depende del estado de activacion celular.

Los diferentes estadios de activacion que se observan in vitro con el anticuerpo
anti-CD3, reflejan en gran medida, el proceso de activacion inducida por la
presencia de un antigeno. La activacion de los linfocitos T depende de diversos

factores como el MHC que se asocie, el tipo de antigeno que se esté presentando,



la presencia de moléculas accesorias y del microambiente donde se esté llevando

a cabo la sinapsis inmunolégica’.

Las proteinas intracelulares que pudieran estar participando en el mecanismo de
regulacion de CRTAM por efecto de las quimiocinas son ZAP-70, SLP76, LAT, las
cinasas PI3K y PKC asi como la GTPasa Rho. Esto es debido a que son proteinas
qgue se activan durante la sefial del TCR y la activacion de los receptores de
quimiocinas; ademas, éstas proteinas participan en el mecanismo de sefializacion
“inside out signaling”. Por otro lado, se ha observado que la sefial de CXCR4

promueve la fosforilacion de ZAP-70 y SLP-76, asi como de las cinasas MAPKSs.

El mecanismo por el cual se induce la expresion de CRTAM, aun no esta
descrita. Sin embargo a nivel transcripcional, los posibles factores de transcripcion
que pudieran estar participando en la expresion de CRTAM son NFkB, NFAT y AP-
1, debido a que son factores de transcripcion que participan durante la activacion
celular y en respuesta a la sefal inducida por los receptores de quimiocinas. Sin
embargo se requieren de estudios mas detallados para definir las proteinas que
estan participando en el entrecruzamiento de las vias del TCR, receptores de

quimiocinas y CRTAM.

La regulacion de CRTAM por las quimiocinas, pudiera alterar, ademas del proceso
de activacion, el reconocimiento antigénico y la transmigracion endotelial. La
expresion de Necl-2 (ligando de CRTAM) se observa en la region basolateral de las
células endoteliales, asi como en células dendriticas BDCA3+. Debido a esto, la
regulacion de CRTAM por quimiocinas podria tener un papel importante en la
estabilidad de la interaccion entre un linfocito T CD8+ y una célula APC (sinapsis
inmunoldgica). En el caso del proceso de transmigracién, las quimiocinas pudieran
regular la expresion de CRTAM, dependiendo de la region donde se localice el
ligando.

En cuanto a la activacion de los linfocitos T CD8+, es necesario que se
encuentre altamente regulada, debido a que estos linfocitos T promueven una
respuesta citotdxica, es decir, inducen la apoptosis de células infectadas por un

patogeno intracelular o de células tumorales. Existen 2 mecanismos por los cuales



los linfocitos TCD8+ pueden inducir la muerte celular: a) mediante la secrecion de
proteasas como las perforinas y las granzimas, las cuales atraviesan la membrana
de la célula blanco mediante la formacién de poros, lo que trae como consecuencia
la disrupcién de la membrana, induciendo un choque osmoético que resulta en la
apoptosis. El otro mecanismo es b) mediante la interaccion del receptor Fas con su
ligando Fas-L, lo cual induce la activacidén de diversas caspasas, como la caspasa
3, que inducen la activacién de proteinas pro-apoptéticas'®. Los linfocitos T CD8+
activados, también producen grandes cantidades de IFNy. Ensayos de co-
estimulaciéon con el anticuerpo anti-CD3 y las quimiocinas CXCL12 y CCLS5,
muestran que la produccion de IFNy es aumentada en presencia de las
quimiocinas. Tomando en cuenta que la expresion de CRTAM promueve la
produccion de IFNy en los linfocitos T CD8+ y que la expresion de CRTAM esta
regulada por las quimiocinas, es posible que las quimiocinas regulen la secrecién

de IFNy en los linfocitos T CD8+, a traves de la expresion de CRTAM.

Por otro lado, la internalizacion de receptores de membrana es un
mecanismo que permite la degradacion y reciclamiento de los mismos una vez
concluida su sefializacion. Esta internalizacion se lleva a cabo mediante la union de
las proteinas denominadas arrestinas, las cuales transportan los receptores
internalizados hacia los endosomas™®. En el caso de los receptores de
quimiocinas, se ha observado que la activacion del TCR promueve la
internalizacién de CXCL12 y CCL5“. La disminucién de CRTAM en presencia de
quimiocinas pudiera atribuirse también a una internalizacion del receptor mediada
por la activacion de las arrestinas. Sin embargo, es necesario realizar ensayos que
permitan determinar si la activacion de los receptores de quimiocinas pueden

disminuir la expresiéon de CRTAM mediante la activacion de las arrestinas.

Recientemente se reporto el reclutamiento de los receptores CXCR4 y CCR5
a la zona de interaccidon entre una célula APC y un linfocito T durante la sinapsis
inmunoldgica. La consecuencia del reclutamiento de estos receptores no esta
claramente descrita, sin embargo, se ha postulado que los receptores de
quimiocinas participan en la estabilidad de la interaccion celular mediante la

secrecion local de quimiocinas, lo que evita que otros quimioatrayentes presentes



en el microamiente, irrumpan la interaccién celular'*2. Un mecanismo por el cual los
receptores de quimiocinas podrian regular esta estabilidad, es mediante la
expresion de CRTAM. Sin embargo, es necesario determinar si CRTAM es
reclutada en la zona de interaccion entre un linfocito T CD8+ y una célula APC.



20.- CONCLUSIONES

1.- Las quimiocinas CXCL12 y CXCL10 no inducen la expresion de CRTAM en los
linfocitos T CD8+.

2.- La expresion de CRTAM, inducida via el TCR, es regulada por las quimiocinas
CXCL12, CXCL10y CCLS5.

3.- La regulaciéon de las quimiocinas sobre la expresion de CRTAM, depende del
estado de activacion celular, considerando que se utilizaron diferentes
concentraciones del anticuerpo anti-CD3.

4.- En presencia de altas concentraciones del anticuerpo anti- CD3 (5 pg/ul), las
guimiocinas disminuyen la expresiéon de CRTAM.

5.- Bajas concentraciones del anticuerpo anti- CD3 (1 pg/ul), permite que las

quimiocinas aumenten la expresion de CRTAM.

Se concluye que las quimiocinas participan en la regulacion de la expresiéon de
CRTAM durante el proceso de activacion celular en los linfocitos T CD8+. Tomando
en cuenta que las quimiocinas estan involucradas en el proceso de migracion y en
el proceso de activacion celular, es posible que uno de los mecanismos de
regulacion de las quimiocinas durante este proceso sea mediante la expresion de
CRTAM. Al aumentar la expresion de CRTAM se promueve la adhesion celular,
favoreciendo el reconocimiento antigénico y la transmigracion, en cambio, si el
estado de activacion es mayor al optimo, la expresion de CRTAM disminuye en
presencia de las quimiocinas, evitando asi la migracién de linfocitos T CD8+

autoreactivos.



21.- PERSPECTIVAS

1.- Es necesario purificar a los linfocitos T CD8+ de las PBMCs para determinar si
la regulacion de las quimiocinas sobre la expresion de CRTAM es un efecto directo
en la sefial del TCR o requiere de la cooperacion de otros factores solubles

presentes en la mezcla celular.

2.- Determinar a nivel del RNAmM el efecto de las quimiocinas sobre CRTAM para
identificar si el mecanismo de regulacion se da a nivel de transcripcion o solo a

nivel de expresiéon en membrana.

3.- Determinar si la presencia de 2 6 mas quimiocinas inducen la expresion de

CRTAM asi como la regulacion de su expresion inducida por el TCR.

4.- Realizar ensayos de transmigracion para determinar si la regulacion en la

expresion de CRTAM afecta a este proceso en los linfocitos T CD8+.

5.- Medir posibles proteinas intracelulares que pudieran estar participando en el
mecanismo de regulacion de las quimiocinas, como ejemplo: ZAP-70, SLP-76, LAT,
PISK y la GTPasa Rho, mediante diferentes técnicas que permitan evaluar el

estado de activacion de estas proteinas durante la induccion de CRTAM.



22.- Referencias consultadas.

1.- Alberts, B., D., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K. & Watson, J. MoleculaR Biology
of the Cell, (Garland Publishing, Inc. 1994).

2.- Charles A. Janeway, Jr. & Rusland Medzhitov. Innate Immune Recognition.
Annu Rev. Immunol 20, 197, 216 (2002).

3.-Delves, P. J. & Roitt, I. M. The immune system. First of two parts. N Engl J Med
343, 37-49 (2000).

4.- Delves, P. J. & Roitt, I. M. The immune system. Second of two parts. N Engl J
Med 343, 108-17 (2000)

5.- Germain, R.N. T-cell development and the CD4-CD8 lineage desicion. Nat Rev
Immunol 2, 309-22 (2002).

6.- Bommbhardt, U., Beyer, M., Hunig, T. & Reichardt, H.M. Molecular and cellular
mechanisms of T cell development . Cell Mol Life Sci 61, 263-80 (2004).

7.- K. Christopher Garcia & Erin J. Adams. How the T cell receptor sees antigen-a
structure view. Cell 122, 333-36 (2005).

8.- Robert T. Abraham & Arthur Weiss. Jurkat T cells and development of the T-cell
receptor signalling paradigm. Nat Rev 4, 301-08 ( 2004).

9.- Arthur Weiss & John C. Cambier. Lymphocyte activation. Curr Opin Immunol 16,
285-87.

10.- Silvia Valensin, Silvia Rossi Paccani, Cristina Ulivieri, David Mercati, Sonia
Pacini, Laura Patrussi, Tim Hirst, Pietro Lupetti & Cosima T. Baldari. F-actin
dynamics control segregation of the TCR signaling cascade to clustered lipid rafts.
Eur J Immunol 32, 435-46 (2002).

11.- Nava K. & Soldevila, G. Molecular signals involved in CD4 versus CD8 T cell
commitment. Inmunologia 23, 313- 27 (2004).

12.- Qi, M. & Elion, E.A. MAP kinases pathway. J Cell Sci 118, 3569-72 (2005).
13.- Kolch, W. Coordinating ERK/MAPK signalling through scaffolds and inhibitors.
Nat Rev Mol Cell Biol 6, 827-37 (2005).

14.- Winslow, M.M, Neilson J. R. & Crabtree, G.R. Calcium signalling in
lymphocytes. Curr Opin Immunol 7, 299-307 (2003).

15.- Giandomenica lezzi, Klaus Karjalainen & Antonio Lanzavecchia. The duration
of antigenic stimulation determines the fate of naive and effector T cells. Immunity
8, 89-95 (1998).



16.- Arlene H. Shape & Gordon J. Freeman. The B7-CD28 Superfamily. Nat Rev
Immunol 2, 116-26.

17.- Robert S. Liwski, Jennifer C. Chase, William H. Baldrige, Irene Sadek, Geoffrey
Rowden & Kenneth A. West. Prolonged costimulation is required for naive T cell
activation. Immunol Lett, 1-9 (2006).

18.- Rance E, Berg & James Forman. The role of CD8 T cells in innate immunity
and in antigen non-specific protection. Curr Opin Immunol 18, 338-43 (2006).

19.- David Kagi, Birgit Lederman, Kurt Birki, Rolf M. Zinkernagel & Hans
Hengartner. Molecular mechanisms of lymphocyte-mediated cytotoxicity and their
role in immunological protection and pathogenesis in vivo. Annu Rev Immunol 14,
207-32 (1996).

20.- Israel Pecht & Dmitry M. Gakamsky. Spatial coordination of CD8 and TCR
molecules controls antigen recognition by CD8+ cells. FEBS Letters 579, 3336-41
(2005).

21.- Kerry, S. E., Buslepp, J., Cramer, L. A., Maile, R., Hensley, L. L., Nielsen, A. |.,
Kavathas, P., Vilen B.J., Collins, E. J. & Frelinger, J.A. Interplay between TCR
affinity and necessity of coreceptor ligation: high-affinity peptide-MHC/TCR
interaction overcomes lack of CD8 engagement. J Immunol 171, 4493-03 (2003).
22.- Adelheid Cerwenka, Laura L. Carter, Joyce B. Reome, Susan L. Swain &
Richard W. Dutton. In vivo persistence of CD8 polarized T cell subsets producing
type 1 or type 2 cytokines. J Immunol 161, 97-105 (1998).

23.-Laura Carter & Richard W Dutton. Type 1 and type 2: a fundamental dichotomy
for all T cell subsets. Curr Opin Immunol 8, 336-42 (1996).

24.- Erard, F., M. T. Wild, J. A. Garcia-Sanz & G. Le Gros. Switch of CD8 T cells to
noncytolytic CD8-CD4- cells that make TH2 cytokines and help B cells. Science
260. 1802 (1993).

25.- Roberto Bonasio & Ulrich H Von Andrian. Generation, migration and function of
circulating dendritic cells. Curr Opin Immunol 18, 1-9 (2006).

26.- Tsvetelina Pentcheva-Hoang, Jackson G. Egen, Kathleen Wojnooski & James
P. Alisson. B7-1 and B7-2 Selectively recruit CTLA-4 and CD28 to the
immunological synapse. Immunity 21, 401-13 (2004).

27.- Granucci F, Foti & Ricciardi-Castagnoli P. Dendritic cell biology. Adv Immunol
88, 193-33 (2005).



28.- Maria Foti, Francesca Granucci, Diego Aggujaro, Elio Liboi, Walter Luini,
Simone Minardi, Alberto Mantovani, Silvano Sozzani & Paola Ricciardi-Castagnoli.
Upon dendritic cell (DC) activation chemokines and chemokine receptor expression
are rapidly regulated for recruitment and maintenance of DC at the inflammatory
site. Int Immunol 11, 979-86 (1999).

29.- Thorsten R. Mempel, Sarah E. Henrickson & Ulrich H. Von Andrian. T-cell
priming by dendritic cells in lymph nodes occurs in three distinct phases. Nature
427, 154-59 ( 2004).

30.- Andrew Kaiser, Emmanuel Donnadieu, Jean-Pierre Abastado, Alain Trautmann
& Alessandra Nardin. CC chemokine ligand 19 secreted by mature dendritic cells
increases naive T cell scanning behavior and their response to rare cognate
antigen. J Immunol 175, 2349-56 (2005).

31.- Antonio Lanzavecchia. Mechanisms of antigen uptake for presentation. Curr
Opin Immunol 8, 348-54 (1996).

32.- Peter van Endert & José A Villadangos. Antigen processing and recognition.
Curr Opin Immunol 19, 63-65 (2007).

33.- Sallusto F, Cella M, Danieli C & Lanzavecchia A. Dendritic cells use
macropinocytosis and the mannose receptor to concentrate macromolecules in the
major histocompatibility complex class Il compartment:downregulation by cytokines
and bacterial products. J Exp Med 182, 389-00 (1995).

34.- Goldberg AL, Rock KL. Proteolysis, proteasomes and antigen presentation.
Nature 357, 375-79 (1992).

35.- lan A. York & Kenneth L. Rock. Antigen processing and presentation by the
class | major histocompatibility complex. Annu Rev Immunol 14, 369-96 (1996).
36.- Shawar SM, Vyas JM, Rodgers JR, Rich RR. Antigen presentation by major
histocompatibility complex class I-B molecules. Annu Rev Immunol 12, 839-80
(1994).

37.- Cresswell P, Bangia N, Dick T & Diedrich G. The nature of the MHC class |
peptide loading complex. Immunol Rev 172, 21-28 (1999).

38.- Hammond SA, Johnson RP, Kalams SA, Walker BD, Takiguchi M, Safrit JT,
Koup RA & Siliciano RF. An epitope-selective, transporter associated with antigen
presentation (TAP)-1/2-independent pathway and a more general TAP-1/2-
dependent antigen —processing pathway allow HIV —1 envelope glycoprotein by
CD8+CTL. J Immunol 154, 6140-56 (1995).



39.- Lieping Chen. Co-inhibitory molecules of the B7-CD28 family in the control of
T-cell immunity. Nat Rev 4, 336-45 (2004).

40.- Su-Ti Tseng & Michael L Dustin. T-cell activation: a multidimensional signaling
network. Curr Opin Cell Biol 14, 575-80 (2002).

41.- Alessandro Moretta & Cristina Bottino. Regulated equilibrium between opposite
signals: a general paradigm for T cell function. Eur J Immunol 34, 2084-88 (2004).
42.- Richard A Kroczek, Hans Werner Mages & Andreas Hutloff. Emerging
paradigms of T-cell co-stimulation. Curr Opin Immunol 16, 321-27 (2004).

43.- Hunig T & Dennehy K. CD28 superagonists: mode of action and therapeutic
potential. Immunol Lett 100, 21-8 (2005).

44.- Regina Tavano, Giorgia Gri, Barbara Molon, Barbara Marinari, Christopher E.
Rudd, Loretta Tuosto & Antonella Viola. CD28 and lipid rafts coordinate recruitment
of Lck to the Immunological synapse of human T lymphocytes. J Immunol 173,
5392-97 (2004).

45.- Tivol EA, Borriello F, Schweitzer AN, Lynch WP, Bluestone JA & Sharpe AH.
Loss of CTLA-4 leads to massive lymphoproliferation and fatal multiorgan tissue
destruction, revealing a critical negative regulatory role of CTLA-4. Immunity 3, 541-
47 (1995).

46.- Waterhouse P, Penninger JM, Timms E, Wakeham A, Shahinian A, Lee KP,
Thompson CB & Griesser H, Mak Tw: Lymphoproliferative disorders with early
lethality in mice deficient in CTLA-4. Science 270, 985-88 (1995).

47.- Mariette A Oosterwegel, Rebecca J Greenwald, Didier A Mandelbrot, Robert B
Lorsbach & Arlene H Shape. CTLA-4 and T cell activation. Curr Opin Immunol 11,
294-00 ( 1999).

48.- Andreas Hutloff, Anna M. Dittrich, Katja C. Beier, Barbara Elijaschewitsch,
Regine Kraft, lonnis Anagnostopoulos & Richard A. Kroczek. ICOS is an inducible
T-cell co-stimulator structurally and functionally related to CD28. Nat Lett 397, 263-
70 (1999).

49.- Gordon Freeman, Andrew J. Long, Yoshiko Iwai, Karen Bourque, Tatyana
Chernova, Hiroyuki Nishimura, Lori J. Fitz, Nelly Malenkovich, Taku Okazaki,
Michael C. Byrne, Michael C. Byrne, Heidi F. Horton, Lynette Fouser, Laura Carter,
Vincent Ling, Michael R. Bowman, Beatriz M. Carreno, Mary Collins, Clive R. Wood

& Tasuku Honjo. Engagement of the PD-1 immunoinhibitory receptor by a novel B7



family member leads to negative regulation of lymphocyte activation. J Exp Med
192, 1027-34 (2000).

50.- Paul J Leibson. The regulation of lymphocyte activation by inhibitory receptors.
Curr Opin Immunol 16, 328-36 (2004).

51.- Rebecca J Greenwals, Yvette E Latchman & Arlene H Sharpe. Negative co-
receptors on lymphocytes. Curr Opin Immunol 14, 391-96 (2002).

52.- Nishimura, H.,M. Nose, H. Hiai, N. Minato & T. Honjo. Development of lupus-
like autoimmune diseases by disruptionof the PD-1 gene encoding an ITIM motif-
carrying immunoreceptor. Immunity 11, 141-51 (1999).

53.- Falko R. Fischer, Yi Luo, Moli Luo, Laura Santambrogio & Martin E. Dorf.
RANTES-induced chemokine cascade in dendritic cells. J Immunol 167, 1637-43
(2001).

54.- James W. Peacock & Frank R. Jirik. TCR activativation inhibits chemotaxis
toward stromal cell-derived factor-1: evidence for reciprocal regulation between
CXCR4 and the TCR. J Immunol 162, 215-23 (1999).

55.- Devora Rossi & Albert Zlotnik. The biology of chemokines and their receptors.
Annu Rev Immunol 18, 217-42 (2000).

56.- Elias J. Fernandez & Elias Lolis. Structure, function and inhibition of
chemokines. Annu Rev Pharmacol Toxicol 42, 469-99 (2002).

57.- Conrad C. Bleul, Lijun Wu, James A. Hoxie, Timothy A. Springer & Charles R.
Mackay. The HIV coreceptors CXCR4 and CCR5 are differentially expressed and
regulated on human T lymphocytes. Proc Natl Acad Sci 94, 1925-30 (1997).

58.- Noriko Ohtani, Haruo Ohtani, Takashi Nakayama, Hiroshi Naganuma, Eiichi
Sato,Toshio Imai, Hiroshi Nagura & Osamu Yoshie. Infiltration of CD8 T cells
containing RANTES/CCL5+ cytoplasmic granules in actively inflammatory lesions of
human chronic gastritis. Lab Invest 84, 368-75 (2004).

59.- Anneline Nansen, Ole Marker, Christina Bartholdy & Allan Randrp Thomsen.
CCR2+ and CCR5+ CD8+T cells increase during viral infection and migrate to sites
of infection. Eur J Immunol 30, 1797-1806 (2000).

60.- B Moser & K Willimann. Chemokines: role in inflammation and immune
surveillance. Ann Rheum Dis 63, 84-89 (2004).

61.- Mantovani, A. The chemokine system: redundancy for robust outputs. Immunol
20, 254-57 (1999).



62.- Federica Sallusto, Elisabeth Kremme, Belinda Palermo, Andre Ponath, Shixin
Qin, Reinhold Forster, Martin Lipp & Antonio Lanzavecchia. Switch in chemokine
receptor expressing upon TCR stimulation reveals novel homin potential for recently
activated T cells. Eur J Immunol 29, 2037-45 (1999).

63.- James HJ. Campbell, Junliang Pan & Eugene C. Butcher. Cutting edge:
development switches in chemokine responses during T cell maturation. J Immunol
163, 2353-57 ( 1999).

64.- Federica Sallusto, Danielle Lenig , Reinhold Forster, Martin Lipp & Antonio
Lanzavecchia. Two subsets of memory T lymphocytes with distinct homing
potentials end effector functions. Nat Lett 401, 708-12 (1999).

65.- Lazarani F, Tham TN, Casanova P, Arezana-Seisdedos F, Dubois-Dalcq M.
Role of the alfa-chemokine stromal cell-derived factor (SDF-1) in the developing
and mature central nervous system. Eur J Immunol 42, 139-48 (2003).

66.- MZ Ratajczak, E. Zuba-Surma, M Kucia, R Reca, W Wojakowski & J
Ratajczak. The pleiotropic effects of the SDF-1- CXCR4 axis in organogenesis,
regeneration and tumorigenesis. Leukemia 20, 1915-24 (2006).

67.- Schioppa T, Uranchimeg B, Saccani A, Biswas SK, Doni A & Rapisarda A.
Regulation of the chemokine receptor CXCR4 by hipoxia. J Exp Med 198, 1391-02
(2003).

68.- Helbig G, Christopherson Il KW, Bhat-Nakshatri P, Kumar S, Kishimoto H &
Miller KD. NF-kappaB promotes breast cancer cell migration and metastasis by
inducing the expression of the chemokine receptor CXCR4. J Biol Chem 278,
1631-38 (2003).

69.- Papayannopoulou T. Current mechanistic scenarios in hematopoietic
stem/progenitor cell mobilization. Blood 103, 1580-85 (2004).

70.- Bodduluri Haribabu, Ricardo M. Richardson, lan Fischer, Silvano Sozzani,
Stephen C. Peiper, Richard Horuk, Hydar Ali & Ralph Snyderman. Regulation of
human chemokine receptor CXCR4. J Biol Chem 272, 28726-31 (1997).

71.- Ratajczak MZ. Kucia M, Reca R, Majika M, Janowska-Wieczoreka & Ratajczak
J. Stem cell plasticity revisited: CXCR4-positive cells expressing mRNA for early
muscle, liver and neuronal cells “hide out” in the bone marrow. Leukemia 18, 29-40
(2004).



72.- Campbell, j.J, Hedrick J., Zlotnik A., Siani M.A., Thompson. D. A., & Burcher
E.C. Chemokines and the arrest of lymphocytes rolling under flow conditions.
Science 279, 381-84. (1998).

73.- Ganju RK, Brubaker SA, Meyer J, Dutt P, Yang Y & Qin S. The alpha-
chemokine, stromal cell-derived factor lalpha, binds to the transmembrane G-
protein-coupled CXCR4 receptor and activates multiple signal transduction
pathways. J Biol Chem 273, 23169-75 (1998).

74.- Martin Oppermann. Chemokine receptor CCRS5: insights into structure, function
and regulation, J Cell Sig 16, 1201-10 (2004).

75.- T.J. Cridge, K.M.Horowitz, M.N Mrinucci, K. M. Rose, M. Wells, M.T Werner &
Robert A. Kurt. Functional and molecular alterations in T cells induced by CCL5.
Immunol Inves 35, 115-132 (2006).

76.- Dennis D. Andrew R. Lloyd, Kevin Conlon, ji Ming Wang, John R. Ortaldo,
Akihisha Harada, Kouji Matsushima, David J. Kelvin & Joost J. Oppenheim.
Recombinant human interferon-inducible protein 10 is a chemoattractant for human
monocytes and T lymphocytes and promotes T cell adhesion to endothelial cells. J
Exp Med 177, 1809-14 (1993).

77.- Forster, R. CCR7 coordinates the primary immune response by establishing
functional microenvironments in secondary lymphoid organs. Cell 99, 23-33 (1999).
78.- Constantin, G. Chemokines trigger immediate [3, integrin affinity and mobility
changes: differential regulation and roles in lymphocyte arrest under flow. Immunity
13, 759-69 (200).

79.- Chan, j. R., Hyduk, S. J. & Cybulsky, M.l. Chemoattractants induce a rapid
transient upregulation of monocytes a4 integrin affinity for vascular cell adhesion
molecule 1 which mediates arrest: an early step In the process of emigration. J Exp
Med 193, 1149-58 (2001).

80.- Tatsuo Kinashi. Intracellular signaling controlling integrin activation in
lymphocytes. Nat Rev 5, 546-59 (2005).

81.- Leo Lefrangois, John D. Altman, Kristina Williams & Sara Olson. Soluble
Antigen and CD40 triggering are sufficient to induce primary and memory cytotoxic
T cells. J Immunol 164, 725-32 (2000).

82.- Melissa E. Munroe & Gail A. Bishop. A costimulatory function for T cell CD40. J
Immunol 178, 671-82 (2007).



83.- Chensue, S W. Molecular machinations, chemokine signals in host-pathogen
interactions. Clin Microbiol. Rev 14, 821-35 (2001).

84.- Del Pozo, M.A., Sanchez-Mateos, P., Nieto, M., & Sanchez-Madrid, F.
Chemokines regulate cellular polarization and adhesion receptor distribution during
lymphocyte interaction with endothelium and extracellular matrix: involvement of
cAMP signaling pathway. J Cell Biol 131, 495-08 (1995).

85.- William A. Muller. Leukocyte-endothelial-cell interactions in leukocyte
transmigration and the inflammatory response. Trends Immunol 24, 326-33 (2003).
86.- Gumbiner BM. Cell adhesion:the molecular basis of tissue architecture and
morphogenesis. Cell 84, 345-57 (1996).

87.- Keniji Irie, Kazuya Shimizu, Toshiaki Sakisaka, Wataru lkeda & Yoshimi Takai.
Role and modes of action of nectins in cell-cell adhesion. J Sem Cell Dev Biol 15,
643-56 (2004).

88.- Takai Y. Nakanishi H. Nectin and afadin: novel organizers of intercellular
junctions. J Cell Sci 116, 17-27 (2003).

89.- Takeichi M. Cadherin cell adhesion receptor as a morphogenetic regulator.
Science 251, 1451-5 (1991).

90.- Yagi T, Takeichi M. Cadherin suprefamily genes: functions, genomic
organization, and neurologic diversity. Genes Dev 14, 1169-80 (2003).

91.- Tsukita S. Furuse M: Ocludin and claudins in tight-junction strands: leading or
supporting players?. Trends Cell Biol 9, 268-73 (1999).

92.- Christian Weber, Line Fraemohs & Elisabeth Dejana. The role of junctional
adhesion molecules in vascular inflammation. Nat Rev 7, 467-74 (2007).

93.-Takai Y, Irie K, Shimzu K, Sakisaka T & lkeda W. Nectins and nectin-like
molecules: roles in cell adhesion, migration and polymerization. Cancer Sci 94,
655-67 (2003).

94.- Shingai T, Ikeda W. Kakunaga S. Moritomo K, Takekuni K & Itoh S.
Implications of nectin-like molecule-2/IGSF4/RA175/SgIGSf/TSLC1/SynCAM in cell
adhesion and transmembrane protein localization in epithelila cells. J Biol Chem
278, 35421-7 (2003).

95.- Ikeda W, Kakunaga S, Itoh S, Shingai T, Takekuni K & Satoh K. Tage4/nectin-
like molecule-5 heterophilically trans-interacts with cell adhesion molecule nectin-3
and enhances cell migration. J Biol Chem 278, 28167-72 (2003).



96.- Sigai, A. The LFA-1 integrin supports rolling adhesions on ICAM-1 under
physiological shear flow in permissive cellular environment. J Immunol 165, 442-52
(2000).

97.- Kate L. Wegener, Anthony W. Partidge, Jeawon Han, Andrew R. Pickford,
Robert C. Liddington, Mark H. Ginsberg & Lain D. Campbell. Structural basis of
integrin activation by talin. Cell 128, 171-82 (2007).

98.- Tadokoro S. Talin binding to integrin B tails: a final common step in integrin
activation. Science 302, 103-06 (2003).

99.- Laudanna, C. Kim, J. Y., Constantin, G. & Butcher, E. Rapid leukocyte integrin
activation by chemokines. Immunol Rev 186, 37-46 (2002).

100.- Vicente Manzanares M. Involvement of phosphatidylinositol 3-kinase in
stromal cell-derived factor-la binds to the transmembrane G-protein-coupled
CXCR-4 receptor and activates multiple signal transduction pathways. Immunol Rev
177, 217-35 (2000).

101.- Jacqueline Kennedy, Alain P. Vicari, Vicky Saylor, Sandra M. Zurawski, Neal
G. Copeland, Debra J. Gilbert, Nancy A. Jenkins & Albert Zlotnik. A molecular
analysis of NKT cells: identification of class | restricted T cell-associated molecule
(CRTAM). J Leu Biol 67, 725-34 (2000).

102.- Anja Fuchs & Marco Colonna. The role of NK cell recognition of nectin and
nectin-like proteins in tumor immunosurveillance. Semin Cancer Biol 16, 359-66.
(2006).

103.- Genaro Patifio- Lopez, Peter Hevezi, Jerry Lee, Dorian Willhite, Gail M.
Verge, Sandra M. Lechner, Vianney Ortiz -Navarrete & Albert Zlotnik. Human class-
| restricted T cell associated molecule is highly expressed in cerebellum and is a
marker for activated NKT and CD8+ T lymphocytes. J Neuro Immunol 171, 145-55
(2006).

104.- Laurent Galibert, Geoffrey S. Diemer, Zhi Liu, Richard S. Johnson, Jeffrey L.
Smith, Thierry Walzer, Michael R. Comeau, Charles T Rauch, Martin F. Wolfson,
Rick A. Sorensen, Anne- Renée Van der Vuurst de Vries, Daniel G. Branstetter,
Raymond M. Koelling, John Scholler, William C. Fanslow, Peter R. Baum, Jonathan
M. Derry & Wei Yan. Nectin-like 2 defines a subset of T-cell zone dendritic cells and
is a ligand for class-l restricted T cell associated molecules. J Biol Chem 280,
21955-64 (2005).



105.- Peter Friedl, Annemieke Th. Den Boer & Matthias Gunzer. Tuning immune
responses: diversity and adaptation of the immunological synapse. Nat Rev 5, 532-
45 (2005).

106.- Colin R.F Monks, Benjamin A. Freiberg, Hannah Kupfer, Noah Sciaky &
Abraham Kupfer. Three-dimensional segregation of supramolecular activation
clusters in T cells. Nature 395, 82-86 (1998).

107.- Wild MK, Cambiaggi A, Brown MH, Davies EA, Ohno H, Saito T, van der
Merwe PA. Dependence of T cell antigen recognition on the dimensions of an
accessory receptor-ligand complex. J Exp Med 190, 31-41 (1999).

108.- Flora Castellino, Alex Y. Huang, Grégoire Altan-Bonnet, Sabine Stoll,
Clemens Scheinecker & Ronald N. Germain. Chemokines enhance immunity by
guiding naive CD8+ T cell to sites of CD4+ T cell-dendritic cell interaction. Nat Rev
440, 890-95 (2006).

109.- Shannon K. Bromley, Daniel A. Peterson, Michael D. Gunn & Michael L.
Dustin. Cutting edge: hierarchy of chemokine receptor and TCR signals regulating T
cell migration and proliferation. J Immunol 165, 15-19 (2000).

110.- Toshihiro nanki & Peter E. Lispky. Cutting edge: Stromal cell derived factor-1
is a costimulator for CD4+ T cell activation. J Immunol 164, 5010-14 (2000).

111.- Ashok Kumar, Troy D. Humphreys, Kimberly N. Kremer, Patricia S. Bramati,
Lavone Bradfield, Contessa E. Edgar & Karen E. Hedin. CXCR4 physically
associates with the T cell receptor to signal in T cell. Immunity 25, 213-24 (2006).
112. Barbara Molen, Giorgia Gri, Monica Bettella, Concepcion Gomez-Mouton,
Antonio Lanzavecchia, Carlos Martinez, Santos Marfes & Antonella Viola. T cell
costimulation by chemokine receptors. Nat Immunol 6, 465-71 (2005).

113.- Anja Muller, eamon Kelly & Philip G. Strange. Pathways for internalization and
recycling of the chemokine receptor CCR5. Blood 99, 785-91 (2002).

114.- James W. Peacock & Frank R. Jirik. TCR activation inhibits chemotaxis
toward stromal cell-derived factor-1: evidence for reciprocal regulation between
CXCR4 and the TCR. J Immunol 162, 215-23 (1999).



23.- Abreviaturas

AP Antigen Presenting Cell
AP L e Activator Protein-1
o N SRR Bcl-associated partner containing six exons
CAM. Lt Cellular Adhesion Molecule
CACA2... s Cell Division Cycle42
CRTAM. ..ot Class-I-restricted T cell Associated Molecule
O I S Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4
ERK .o Extracelullar signal-Regulated Kinase
A e Focal Adhesion Kinase
GAP GTPase Activating Protein
€1 ] Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitors
GEF e Guanine Exchange Factors
HEV .. et High Endothelial Venule
ICAM. e Inter-Cellular Adhesion Molecule-1
[ O S Inducible T-cell co-stimulator
ITAM. ..o Immuno-receptor Tyrosine-based Activation Motif
ITIM oo Immuno-receptor Tyrosine-based Inhibition Motif
JAK e Janus kinase
JAM .o Junctional Adhesion Molecule
INK e c-Jun N-terminal Kinase
LA T e Linker for Activated T cells
LFA-L. e Lymphocyte Function Associated Antigen-1
IMAPK . e Mitogen-Activated Protein Kinase
Y SRR Mean Fluorescence Intensity
MHC . Mayor Histocompatibility Complex
MTOC. . e Microtubule Organizing Center
N AT e Nuclear Factor of Activated T cells
NF-KB ... Nuclear Factor- kB
P L. ———— Programed Death Molecule-1
PECAM. ...t Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule

PISK e Phosphatidylinositide 3-kinase



P e Protein Kinase C

P L e e a e e e e e e e ———— Phospholipase C
PV A Phorbol Myristate Acetate
YK —————— Proline-rich kinase-2
SCAR . s Supresor of CAMP receptor
SH . —————— Src Homology 2
SMARC . . Supramolecular Activation Cluster
SO S s Son of Sevenless
STAT o Signal Transducer and Activator of Transcription
TAP. .o, Transporter Associated with Antigen Presentation
T R e T Cell Receptor
T R e Toll like-Receptor
TINFQL e Tumor Necrosis Factor a
VCAM. ..ottt Vascular Cell Adhesion Molecule-1
VEGF. ..o Vascular Endothelial Growth Factor
VLA e Very Late Antigen-4

ZAP-T0 e Zeta-Associated Protein of 70kDa



Apéndice 1.

Reactivos utilizados

1.- Solucion Amortiquadora de Fosfatos 10x (PBS 10x):

NacCl: Cloruro de Sodio 80gr.

KCI: Cloruro de Potasio 4qr.

Na;HPO,: Fosfato de sodio 23gr.

KH,PO,: Fosfato de potasio 4qr.

2.- Medio RPMI suplementado con 10% de SFB:

Agua estéril 1litro.

NaHCO3: Bicarbonato de sodio 1.5gr
Streptomicina 10,000ug/ml
Penicilina 10,000 Unidades/ml
Hepes iM
Piruvato 100mM

Suero fetal bovino (SFB) 10%



3.- Buffer de tincion:

PBS 1x

Suero Fetal Bovino (SFB)

4 .- Buffer de fijacion

Paraformaldehido

PBS 1x

90%

10%

4%

96%



Apéndice 2.

Separacion de células PBMCs a partir de sangre periférica

1. Tomar 20 ml de sangre, diluirlo en 20 ml de PBS 1x estéril

2. En 2 tubos de 50ml agregar 10ml de ficoll, realizar el gradiente de ficoll con

la sangre diluida con PBS

*Colocar 2 partes de sangre por 1 parte de ficoll

*La dilucidn de la sangre con PBS es 1:1

3. Centrifugar 1700rpm durante %2 hora sin freno y a temperatura ambiente.

4. Recuperar la interfase donde se ubican las células mononucleares.

5. Agregar PBS 1x estéril a un volumen méximo de 50ml. Centrifugar a

1700rpm durante 7 minutos

6. Eliminar el sobrenadante por inversion y agregar PBS1x estéril + EDTA 2mM
+ BSA 0.5%, hasta un volumen de 50 m|

7. Centrifugar a 1700rpm durante 7 minutos a 14°C

8. Eliminar el sobrenadante y agregar PBS 1x (hasta 30ml), centrifugar a

1700rpm durante 7 minutos

9. Eliminar el sobrenadante y agregar PBS 1x estéril (dependiendo del tamafio

del pellet)

10.Tomar 90 ul de azul tripano y 10 pl de células (dilucién 1:10) vy, utilizar 10pl
de esa mezcla para colocarlo en la camara de Neubawer y contar la

viabilidad celular.



*Para obtener el numero de células totales, se multiplica el niumero de células
obtenidas por 10 (dilucion) por el volumen en el que estan resuspendidas las

células por 10000 que es el volumen que le cabe a la camara.

11.Centrifugar las células a 1700rpm durante 7 minutos. Eliminar el
sobrenadante y agregar la cantidad de medio RPMI + 10%SFB necesaria

para tener 5x10° células por mililitro



Apéndice 3.
Tincion para determinar la expresion en superficie de CRTAM mediante

el citdmetro de flujo.

1.- Colocar las células cultivadas con las diferentes condiciones en un tubo de 15

ml, lavar el pozo con 1ml de PBS. Llevar hasta 14 ml con PBS.

2.- Centrifugar 1500rpm durante 5 minutos.

3.- Eliminar el sobrenadante, agregar 500ul de PBS

4.- Agregar 100 pg de gamaglobulina por cada 1x10° células. Mezclar el vortex.

5.- Incubar por media hora en hielo.

6.- Agregar PBS + SFB 2% hasta 14ml|

7.- Centrifugar 1600 rpm durante 5 minutos.

8.- Eliminar el sobrenadante, agregar 500ul de PBS y dividirlo en 6 tubos falcon

9.- Agregar el control de Isotipo (IgG2b) 1l

10.- Agregar anti CRTAM 1pl

11.- Incubar por media hora a 4°C

12.- Lavar con 3 ml de PBS + SFB 1%

13.- Centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos.



14.- Tefir con el 2° anticuerpo acoplado al fluorocromo Cy5 (1mg/ml) se necesita
300ng (1:300)

15.- Incubar por media hora a 4°C.

16.- Lavar con 3ml de PBS + SFB 1%

17.- Centrifugar a 1500rpm durante 5 minutos

18.- Tefiir los anticuerpos directos

anti CD8 + anti CD3 (4microlitros)

anti CD69 (10 microlitros)

Isotipo PE (4 microlitros)

19.- Incubar durante media hora a 4°C

20.- Lavar con 3 ml de PBS + SFB 1%

21.- Centrifugar a 1500rpm durante 5 minutos

22.- Agregar el fijador (formaldehido al 2%) 200 pl

NOTA:

*El PBS debe ser al 1x y el SFB inactivado, también se puede usar albumina pero
al 2%.



Apéndice 4.

Ensayo de estimulacion

1.- Una vez obtenidas las PBMCs, colocar 5x10° cel. por cada condicién en 1ml de
medio RPMI suplementado con 10% de SFB, en una placa de 24 pozos.

2.- Las concentraciones de los estimulos utilizados son:

2ng/ml de PMA

200ng/ml de lonomicina

100, 200 y 500ng/ml de las quimiocinas CXCL12, CXCL10y CCL5

1y 5ug/ul de anticuerpo anti-CD3

3.- Agregar 100pg/ml de ampicilina

4.- Agitar la placa en circulos e incubar durante 18hrs a 37°C

Estimulacion en placa con el anticuerpo anti-CD3

1.- Se coloca 1 6 5 ug/ul de streptavidina resuspendido en PBS 1x. en la placa de
24 pozos.

2.- Se incuba a 37°C durante 1hr.

3.- Se lava una sola vez con 1ml de PBS 1x.

4.- Se agrega 1 6 5 pg/ul de anticuerpo anti-CD3 humano biotinilado resuspendido
en PBS 1x.

5.- Se repiten los pasos 2 y 3.



Apéndice 5.

Moléculas accesorias a la sefal del TCR

La activaciéon de los linfocitos T es un mecanismo altamente regulado, ademas del
reconocimiento del TCR al complejo péptido-MHC, por moléculas accesorias. La
funcién de estas moléculas accesorias es regular la sefal inducida por el TCR,
aungue también inducen sefiales independientes del TCR y que son cruciales para
la activacion celular; como es el caso de la secrecion de IL-2. Las moléculas que
regulan la sefial del TCR se denominan co-estimuladoras en caso de que
amplifiquen la sefial y co-inhibidoras cuando dicha sefial es inhibida®®#%442,

Las moléculas co-estimuladoras desencadenan sefiales intracelulares que
promueven los procesos de proliferacion y sobrevivencia, favoreciendo de esta
manera la activacion celular. Las moléculas co-estimuladoras/inhibidoras mas
caracterizadas son los miembros de la superfamilia de CD28/CTLA-4 — B7.1/B7.2

(CD80, CD86)*°°.

La activacion celular requiere de la presencia de la molécula co-estimuladora
CD28, su expresion se da de manera constitutiva en los linfocitos T y promueve la
secrecion de IL-2; interacciona con los receptores CD80 y CD86 los cuales se
encuentran expresados en las células dendriticas, aunque cabe destacar que la
expresion de CD86 es constitutiva mientras que CD80 es inducible'®*°. Ademas, en
presencia de la interaccion de CD28 con CD80/CD86 se requiere de un menor
nimero de complejos de TCR/MHC-péptido para promover una activacién celular®.
Esto es debido a que la sefial inducida por la interaccion CD28-CD80/86, ademas
de amplificar la sefal inducida por el TCR, promueve la secrecién de citocinas
importantes, como IL-2, durante el proceso de activacion celular®. La sefal de
CD28 induce el reclutamiento de la cinasa Lck al TCR, mediante la activacion de la

protefna Vav-1**,

Por otro lado, la molécula CTLA-4 inhibe la sefial del TCR mediante la union con
los receptores CD80/CD86; antagonizando asi las funciones de CD28. Como
ejemplo de lo anterior, CTLA-4 inhibe la sintesis de IL-2 evitando la proliferacion
celular. El ratén deficiente de CTLA-4 (CTLA-4") desarrolla desérdenes



linfoproliferativos fatales. Ademas, la inhibicion de CTLA-4 resulta en una
respuesta exacerbada en contra de autoantigenos***°. La afinidad de CTLA-4 con
los receptores CD80 y CD86 es mayor que CD28 y, su expresion se da una vez
activada la célula. El balance de la interaccion CD28/CTLA4-CD80/CD86

determina el estado de activacién 6 inactivacién (anergia)®®*’.

CD28

Anergia

CD80/CD86

Activacion,
proliferacion,

cb sobrevivencia

CTLA-4

Inhibicién de
activacion

Esquema 1. La interaccion de CD28 con sus ligandos CD80/CD86 favorece la activacién celular. En presencia
de CTLA-4, la sefial inducida por el TCR es inhibida, evitando asi la activacion celular. La sefial inducida por el
TCR (sefial 1) requiere ser acompafiada de la sefial de las moléculas coestimuladoras e inhibidoras (sefial 2)

para promover una respuesta efectora eficiente.

Otra molécula coestimuladora inducida durante la activacion es ICOS (Inducible T-
cell co-stimulator). Esta molécula participa en el proceso de proliferacion asi como
en la produccién de citocinas como IL-15*"*8. El ligando de ICOS es B7-H2 (ICOS-
L), el cual estd expresado en las células dendriticas, los linfocitos B y en los
monocitos. La produccion de IFNy induce la expresion de ICOS-L en los linfocitos
B. La participacion de ICOS esta relacionada con el desarrollo de la inmunidad

humoral mediada por los linfocitos B*®.

Por otro lado, PD-1 (molécula programadora de muerte), es una molécula co-
inhibidora que interactia con B7-H1, su expresién se da en los linfocitos T y B
activados y, la expresién de B7-H1 es dependiente de la secrecién de IFNy**. La

molécula PD-1 presenta un dominio tipo inmunoglobulina, y su tallo citopldsmico



contiene dominios ITIM*®%°% E| ratén deficiente en PD-1 (PD-17) muestra
esplenomegalia, ademas de un numero reducido de células mieloides y un

incremento ligero en la poblacién de los linfocitos B**°2.

En el caso de la molécula CD40, en general es una molécula coestimuladora sin
embargo, dependiendo de la intensidad y duracion de la sefial que se induzca al
interactuar con su ligando (CD40L) puede llevar a cabo funciones de molécula co-

inhibidora®'%2.



Apéndice 6.
Clasificacion de las quimiocinas y sus receptores

Chemokine receptors Human chemokine ligands

CXCRI1 IL-8, GCP-2

CXCR2 IL-8, GCP-2. Gro «, Gro p, Gro v, ENA-78. PBP
CXCR3 MIG, IP-10, I-TAC

CXCR4 SDF-1/PBSF

CXCRS BLC/BCA-1

CCR1 MIP-1a, MIP-1p, RANTES, ECC-1, 2, 3, and 4
CCR2 MCP-1. MCP-2. MCP-3, MCF-4

CCR3 eotaxin-1, eotaxin-2, MCP-3

CCR4 TARC, MDC, MIP-1a, RANTES

CCRS5 MIP-1ee, MIP-1p. RANTES

CCRG MIP-30/LARC

CCR7 MIP-3p/ELC, 6Ckine/LC

CCRS 1-300

CCRO TECK

XCR1 Lymphotactin

CX3CR1 Fractalkine/neurotactin



Apéndice 7.
Sinapsis inmunologica

La interaccion del TCR con el MHC presenta una alta especificidad. Sin embargo,
carece de una baja afinidad (10*-10° M™). Ademas, el TCR presenta una alta
reactividad cruzada; debido a la recombinacion genética somatica que presenta,
por lo que una sola clona de linfocito T tiene la capacidad de reconocer a diferentes
péptidos los cuales difieren en su estructura primaria™?°. Debido a esto se requiere
de la participacion de los co-receptores CD4/CD8. La interaccion del complejo
péptido-MHC con el co-receptor CD8 se da de forma independiente al antigeno; el
co-receptor CD8 reconoce los dominios constantes del TCR y el MHC. La
interaccién de CD8 con el complejo TCR/pMHC presenta baja afinidad (aprox. 10
4M'1)20.

A consecuencia de lo anterior, se requiere de la intervencion de las
moléculas accesorias para que se aumente la estabilidad entre ambas células y la
sefial del TCR sea regulada. A La interaccion del complejo TCR—-MHC/péptido asi
como de las moléculas accesorias con sus ligandos, se denomina sinapsis
inmunolégica (SI)'%. Aunque algunos autores establecen que; se puede definir
como sinapsis inmunoldgica a la interaccion TCR-MHC/péptido, aun en ausencia
de las moléculas accesorias. La formacién de la sinapsis inmunoldgica luego
entonces, resulta en una adhesion firme, liberacion de los flujos de calcio, la
fosforilacién de tirosinas y la agregacion de los TCR's al sitio de contacto con la
célula APC'®.

Durante la formacion de la S| se pueden observar la formacion de 2 zonas
especificas donde se reclutan receptores y proteinas sefalizadoras. A estas zonas
se les denomina Agregado Supramolecular de Activaciéon 6 SMAC (Supramolecular

Activation Cluster)'®®,

La zona central (cSMAC) se define como el sitio de
interacciéon del TCR con el complejo MHC/péptido donde ademas, co-localiza a
nivel intracelular con las proteinas PKCO, Lck y Fyn. También se localiza en esta

zona a los co-receptores CD4/CD8, asi como a las moléculas CD2 y CD28%.

El cimulo central del TCR-péptido/MHC depende de la polimerizacion de los
filamentos de actina del citoesqueleto. Las dinamicas de la polimerizaciéon de actina
se encuentran reguladas por las vias dependientes de Racl y Rho asi como por la



reorientacion del complejo MTOC; el cual y en conjunto con el aparato de Golgi y
las vesiculas citoplasmicas, translocan al sitio de unién. El reclutamiento de CD2
trae como consecuencia la exclusion de la fosfatasa CD45 y CD43 de la zona de la

sinapsis inmunolégica'®’.

Por otro lado, en la region periférica (pSMAC) se localiza la molécula de adhesién
LFA-1, la cual se esta unida al citoesqueleto a través de la union con la proteina
Talina'®. El esquema 2 representa a la sinapsis inmunolégica, donde se observan
las 2 zonas SMAC (cSMAC y pSMAC).

9 Quim%cinas % B

& Citocinas

Cél. APC

B7.2

HCI/ 1l
CD4/CD8

D58 - CD2

Esquema 2. Representacion esquematica de la sinapsis inmunolégica donde se muestra la interaccion del
TCR-antigeno-MHC asi como de las moléculas que participan y los factores solubles, los cuales en su conjunto

promueven una sinapsis inmunolégica madura.
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