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La activacién de los linfocitos T se inicia a través de la presentacién de antigenos endé-
genos o exégenos por células presentadoras de antigenos a través del complejo mayor de
histocompatibilidad, el cual se une a un receptor especializado presente en los linfocitos T.
Este reconocimiento desencadena una cascada de sefalizacién intracelular que conlleva a
un aumento en la expresién de integrinas, modificaciones del citoesqueleto y produccién
de factores de transcripcién involucrados en la liberacién de citocinas y mediadores infla-
matorios. Uno de los inductores mds importantes en la activacién celular es el complejo
enzimdtico con accién tirosina cinasa. Las cinasas que pertenecen a la familia SRC (SFK),
FYN y LCK estan involucradas en un gran nimero de procesos importantes en la activacién,
modulacién de la respuesta linfocitaria y el desarrollo de enfermedades autoinmunes. La
regulacién de la sefalizacién de las cinasas, asi como de proteinas adaptadoras involucradas
en la activacién del linfocito T, son fundamentales para mantener el umbral de activacién y
modulacién de la respuesta del linfocito. La fosforilacién de sitios de regulacién positiva de
estas proteinas es importante para permitir una configuracién activa de la proteina y de esta
forma su maxima capacidad como cinasa. La fosforilacién de los sitios de regulacién nega-
tiva conlleva a una configuracién cerrada de la proteina de tal forma que reduce su funcién
de cinasa e inhibe su funcién. Las alteraciones en la sefializacién por modificacién de algu-
nas proteinas citoplasmaticas se asocian en algunos casos al desarrollo de enfermedades
autoinmunes, como el lupus eritematoso sistémico. En condiciones fisiolégicas, el complejo
receptor de linfocitos T se reagrupa con complejos proteicos que interactian armonica-
mente para generar una sefial interna. Los eventos de senalizacién alterados son en parte
los responsables de una expresiéon anémala de citocinas, entre ellas la interleucina-6 (IL-6),
IL-10, IL-2, IFN y CD40 ligando; estas modificaciones alteran la capacidad de los linfocitos T
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para sobre estimular a los linfocitos B, traduciéndose en un aumento en la produccién de

autoanticuerpos y en el desencadenamiento de la enfermedad autoinmune.
© 2017 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U.
Todos los derechos reservados.

T-cell activation, alterations in systemic lupus erythematosus: A narrative
review

ABSTRACT

The activation of T cells is initiated by the presentation of exogenous or endogenous anti-
gens, by antigen presenting cells through the major histocompatibility complex, which
binds to a special receptor on T cells. This acknowledgement triggers a cascade of intracellu-
lar signalling that leads to an increase in integrin expression, cytoskeletal modifications, and
transcription factors production involved in the liberation of cytokines and inflammatory
mediators. One of the most important inducers in cell activation is the enzymatic com-
plex with tyrosine kinase action. The kinases which belong to the SRC (SFK) LCK and FYN
family have been involved in a large number of important processes in the activation and
modulation of the T cells response, as well as in the development of autoimmune diseases.
Regulating the kinases signalling, as well as the adapter proteins involved in T cell activa-
tion, is essential for maintaining an activation threshold, as well as the modulation of cell
response. The phosphorylation of the positive regulation sites of these proteins is important
to allow an active configuration of the protein and thereby its maximum capacity as kinase.
The phosphorylation of negative regulation sites leads to a closed configuration of the pro-
tein that reduces its kinase function, and thereby inhibits its own function. The alteration
in signalling by the modification of certain cytoplasmic proteins in some cases is associa-
ted with the development of autoimmune diseases, such as systemic lupus erythematosus.
Under physiological conditions the T cell receptor complex regroups with protein comple-
xes that interact harmonically to generate an internal signal. The altered signalling events
are partly responsible for an anomalous expression of cytokines, including the interleukin-
6 (IL-6), IL-10, IL-2, IFN, and CD40 linking, these modifications affects the cells ability to
over-stimulate T and B cells, resulting in an increased production of autoantibodies and the
triggering of the autoimmune disease.
© 2017 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U.
All rights reserved.

Introduccién

o por factores externos que desencadenan procesos autoin-
munes como el lupus eritematoso sistémico (LES) (tabla 1).

Los mecanismos de activacién y regulacién de linfocitos T
involucran una cascada de eventos de sefializacién interna
en las que gran numero de proteinas tienen un papel rele-
vante, induciendo en algunos casos fosforilacién y activacién
de tirosina cinasas, lo que conlleva a la activacién celular con
liberacién de citocinas y otros factores solubles. Una alteracién
en las proteinas involucradas en los eventos de sefnalizacién
puede dar como resultado la pérdida de su mecanismo efector,
lo que significaria un cambio en la activacién de la célula. Los
cambios funcionales inducidos como consecuencia de estas
alteraciones generan comportamientos diferentes en los lin-
focitos T y B, lo que produce, en algunos casos, sobreexpresién
de proteinas inductoras y un aumento en la sintesis de anti-
cuerpos. En esta revision se pretende incluir las proteinas y los
marcadores mas importantes involucrados en los eventos de
senalizacién interna en linfocitos T, asi como modificaciones
en la expresién de algunas de ellas inducidas por mutaciones

Activacion fisiolégica del linfocito T

TCR, CD3 y receptores coestimuladores

El T-cell receptor (TCR) es un heterodimero compuesto por una
cadena alfa y una cadena beta que comparte similitud estruc-
tural con las inmunoglobulinas, teniendo un dominio variable
y un dominio constante. Ambas cadenas se encuentran uni-
das a través de puentes disulfuro en un extremo cercano a
la membrana celular. El dominio variable estd conformado
por secuencias de aminodcidos codificados por segmentos
de genes variable (V), diverso (D) y unién (J). El segmento
D solo se encuentra en los segmentos que codifican para la
cadena beta del receptor’?. Esta reorganizacién de segmen-
tos en la regién variable permite la formacién de un sitio
para el reconocimiento del antigeno. E1 TCR de los linfocitos
T tiene la capacidad de reconocer péptidos que se encuentran
unidos al complejo mayor de histocompatibilidad, expresado
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Tabla 1 - Relacion entre la activacion linfocitaria normal y el lupus eritematoso sistémico

Conceptos clave
Activacién linfocitaria normal

Los mecanismos de activacién y regulacién de linfocitos T involucran a un gran nimero de proteinas que a través de mecanismos de
fosforilacién o desfosforilacién son capaces de activar un gran nimero de moléculas efectoras

La senal generada por el TCR por si sola no es suficiente para la activacién del linfocito T; son necesarias senales adicionales proporcionadas
por correceptores que proporcionen senales adicionales para garantizar una senal lo suficientemente fuerte

El TCR de los linfocitos T tiene la capacidad de reconocer péptidos que se encuentran unidos a proteinas del MHC. La sefial se transmite al
citoplasma a través del correceptor CD3 por medio de sus cadenas citoplasmaticas con patrén basado en tirosina y leucina conocida

como ITAM

ITAM es fosforilado por SKF (FYN y LCK) creando sitios de unién de alta afinidad para proteinas como ZAP-70

LAT es un complejo proteico conocido como signalosoma; su funcién es de andamiaje e integrador de varios elementos de sefializacién. Es
fosforilado por ZAP-70 y permite el reclutamiento de proteinas como GRB2, GRAP y GADS

Cada proteina adaptadora asociada a LAT esta involucrada en distintas vias de sefializacién lo que permite la interaccién con distintas
proteinas efectoras. Esto permite realizar cambios en el citoesqueleto, activar vias de supervivencia celular, sintetizar interleucinas

Las vias de sefnalizacién que involucran el calcio son importantes reguladores de la transcripcién de genes efectores en el linfocito. Las altas
concentraciones de calcio intracelular resultan en un aumento de la expresién de ligandos celulares como el ligando CD40 y FAS ligando

Los mecanismos reguladores de la activacién permiten controlar la duracién y detener las sefales de activacién garantizando la respuesta
apropiada para un estimulo externo. Dentro de los mecanismos involucrados para el control de la respuesta se encuentran: Las vias de
ubiquitinacién y degradacién proteica, el correceptor CTLA-4 y PTPN22

Lupus eritematoso sistémico

La estructura del TCR estd alterada en la mayoria de pacientes con LES, la cadena { TCR es reemplazada por la cadena vy del FceR, lo que
contribuye a anormalidades en la senalizacién. La senalizacién a través del TCR alterado en LES se presume que es mucho mas fuerte
debido a la asociacién que hay entre FcR y que es 100 veces mas potente que la sefializacién por ZAP-70

Alteraciones en los eventos tempranos de las vias de transduccién de la senal en linfocitos T de pacientes con LES: se ha encontrado
aumento en la actividad de las sefiales mediadas por el calcio intracelular y en vias de sefializaciéon por proteinas cinasa

En pacientes con LES se han documentado altas concentraciones de la proteina LAT en linfocitos T CD4+, siendo mayor en las poblaciones
activadas de linfocitos T CD4+. Esto indica una regulacién a nivel transcripcional o disminucién de su degradacién

La actividad MAP cinasa defectuosa puede alterar la coordinacién de las sefiales necesarias para la produccién normal de IL-2 y el
mantenimiento de la tolerancia en los linfocitos T de pacientes con enfermedad autoinmune. Dentro de las alteraciones encontradas en
esta proteina estdn la activacién del complejo RAS/RAF y disminucién de la translocacién del complejo nuclear AP-1

Los linfocitos T de pacientes con LES se caracterizan por expresar sobre su supetficie celular gran cantidad de CD40 y FasL. Por un lado, la
senalizacion FasL estimula la via apoptética disminuyendo la cantidad de linfocitos T, por otro lado, el aumento de la interaccién CD40
con su ligando estimula la produccién de anticuerpos por parte de linfocitos B

Hay una disminucién del ligando CD80, por lo cual hay una deficiencia de la sefial mediada por CD28 como senal complementaria para la
activacion linfocitaria, por ende, hay disminucién de la produccién de IL-2

El polimorfismo del gen PTPN22 arg620try se ha relacionado con multiples enfermedades autoinmunes, como el LES, la artritis reumatoide,

la granulomatosis de Wegener, entre otros

en la superficie de las células presentadoras de antigeno. Las
cadenas alfa y beta del TCR tienen dominios citoplasmaticos
cortos, que no participan en la sefial intracelular debido a que
no presentan sitios de fosforilacién, se encuentran unidas a
las cadenas del cluster of differentiation 3 (CD3), conformados
por las cadenas heterodimeras CD3 3¢, ye y el homodimero
{¢ del TCR>. Las cadenas alfa y beta del TCR pueden tras-
mitir la sefial tras la unién de un péptido unido al complejo
mayor de histocompatibilidad por medio de las cadenas CD3
al interactuar con las moléculas efectoras citoplasmaticas’®
(fig. 1).

La unién del peptide major histocompatibility complex (pMHC)
y el TCR genera una sefal primaria que por si sola no es
capaz de generar la activacién de los linfocitos, necesita de
otras sefales secundarias’-é. La unién de correceptores como
el cluster of differentiation 4 (CD4), cluster of differentiation 28
(CD28), lymphocyte function associated antigen (LFA-1), cluster
of differentiation 2 (CD2) con moléculas provenientes de las
células presentadoras de antigeno genera una sefal secun-
daria suficiente para la activacién y modulacién del umbral
de respuesta’~'!.

Los trabajos de Tsokos et al. han evidenciado alteracio-
nes en los eventos tempranos de las vias de transduccién
de sefial en células T autorreactivas de pacientes con LES,

haciendo énfasis en la via de senalizacién dependiente de
calcio. Los disefnios experimentales en los que se utilizan anti-
cuerpos monoclonales anti-CD3 para estimular linfocitos T
han demostrado un aumento en la actividad de proteinas tiro-
sina cinasasy en los niveles de calcio intracelular en linfocitos
T autorreactivos de pacientes con LES, pero no en linfocitos T
autorreactivos de pacientes con enfermedad mixta del tejido
conectivo (EMTC) ni en linfocitos T de control*?.

Otros grupos han reportado otro tipo de alteraciones en
las vias de senalizacién intracelular en células T de pacientes
con LES, en la senalizacién interna a partir del reconocimiento
antigénico por TCR y en la transduccién de la sefial en los
linfocitos T. La expresién de las cadenas { TCR esta dismi-
nuida o ausente en la mayoria de las células T de los pacientes
con LES, pero no en los que presentan otras enfermedades
autoinmunes’®. Esta anormalidad es especifica de la enferme-
dad e independiente de la actividad y del tratamiento, por lo
tanto, representa un defecto intrinseco potencial en la pato-
génesis del LES™1°,

Secuencias ITAM y funcién en la activacién linfocitaria

La unién entre el TCR y el pMHC genera la primera senal
citoplasmatica parala activacién linfocitaria a través del corre-
ceptor CD3, por medio de sus cadenas citoplasmadticas con un
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Figura 1 - Unién de complejo TCR y pMHC. La unién de TCR y el péptido asociado a MHC genera la primera sefial
citoplasmatica para la activacion linfocitaria a través del correceptor CD3. La cinasa LCK de la familia de cinasas SRC se
encuentra unida al correceptor CD4, lo cual facilita la fosforilacién de los residuos de tirosina de las secuencias patrén ITAM
de las cadenas heterodimeras CD3 3¢, y¢ y el homodimero {{ del TCR, permitiendo el reclutamiento y la activaciéon de
ZAP-70. LCK activa ZAP-70 por medio de la fosforilacién de su dominio regulador, permitiendo su funcién completa como

cinasa..

patrén basado en tirosina y leucina que forma una secuencia
consenso de «YxxI/Lx (6-8) YxxI/L» (repeticiones de tirosina y
leucina cada 6 a 8 aminoacidos)>*1®1, Esta secuencia patrén
conocida como immuno receptor tyrosine-based activation motif
(ITAM) es fosforilada en sus residuos de tirosina por cinasas,
creando sitios especificos de unién para otras enzimas lo que
permitira transmitir y amplificar la sefial'®'’. Las proteinas
encargadas de la fosforilacién de los residuos de tirosina en
las secuencias ITAM hacen parte de las cinasas de la familia
SRC (proto-oncogene tyrosine-protein kinase SRC) y las cinasas de
la familia SFK (SRC family kinasas)®’~1°.

Activacién y regulacién de las cinasas de la familia SRC,

FYNy LCK

Las cinasas de la familia SRC, FYN proto-oncogene, Src family tyro-
sine kinase (familia FYN) y leukocyte C-terminal Src kinase (familia
LCK) estan involucradas en un gran nimero de procesos rela-
cionados con la activacién y modulacién de la respuesta
linfocitaria. Tanto FYN como LCK comparten dominios simi-
lares a otras cinasas de la familia de SRC, como las regiones
homélogas SRC homology 3 (SRC3 o SH3), regiones homolo-
gas SRC homology 2 (SRC2 o SH2), dominios tirosina cinasa
SRC homology 1 (SH1), regién N terminal de adicién de acidos
grasos saturados y un dominio C terminal para la regulacién

negativa’%?!, Las SFK son reguladas positivamente por la fos-
forilacién de residuos de tirosina en su sitio catabdlico, lo
que promueve un cambio conformacional de la proteina y asi
su maxima actividad cinasa y su regulacién negativa por la
fosforilacién de los residuos de tirosina en su regién carboxi-
terminal predispone la conformacién cerrada de la proteina
y una disminucién de su actividad cinasa'®?°. La cinasa LCK
se encuentra unida al correceptor transmembranal CD4 por
medio de enlaces no covalentes, cuando se da la interaccién
PHMC con el TCR, LCK es reclutada por su asociacién con
CD4'°. El correceptor CD4 se une al dominio invariable del
PHMC facilitando el proceso de reconocimiento antigénico con
el TCR y provocando la autofosforilacién o transfosforilacién
de LCK en su regién activa (Y394)?°. Un regulador muy impor-
tante en la activacién y la regulacién de la actividad cinasa de
LCK es CD45’. El cluster of differentiation 45 (CD45) es una pro-
teina transmembranal con 2 dominios citoplasmaticos, D1 y
D2. El dominio 1 tiene actividad enzimética de fosfatasa y el
dominio 2, aunque no se conoce del todo su funcién, puede
estar involucrado en la regulacién de los sustratos con los
que interactia D172, El dominio 1 actia en la desfosfori-
lacién del residuo de tirosina inhibitorio (Y505) en la regién
carboxiterminal de LCK permitiendo la completa actividad de
cinasa?’.



Document downloaded from http://www.elsevier.es/, day 27/05/2019. This copy is for personal use. Any transmission of this document by any media or format is strictly prohibited.

42 REV COLOMB REUMATOL.2018;25(1):38-54

Sefializacion citoplasmatica del receptor de células T
Elreclutamiento del correceptor CD4 permite la proximidad de
la cinasa LCK a sus sustratos en las cadenas del correceptor
CD3; de esta forma, la fosforilacién de los ITAM en sus resi-
duos de tirosina. La subunidad ¢ del TCR modula la senal en
el complejo TCR por su contribucién de 6 ITAM por TCR*'®.
Tanto FYN como LCK tienen la posibilidad de fosforilar los
residuos de tirosina de los ITAM, sin embargo, ambos tienen
distinta distribucién. LCK tiene mayor afinidad a los residuos
de ITAM de la cadena CD3 y del TCR, mientras FYN participa
en la interaccién con mediadores del citoesqueleto especial-
mente focal adhesién kinase (FAK)'6:17:21.22_ ;Por qué hay tantos
ITAM por complejo TCR? (10 por cada complejo); aunque no
se conoce la respuesta exacta, se ha propuesto que esta canti-
dad de ITAM podria proveer la capacidad de amplificar la sefal
recibida por cada complejo TCR, aumentando la sensibilidad
de la respuesta por la incorporacién de 6 sitios especificos de
fosforilacién en las cadenas ¢ del TCR y, adicionalmente, faci-
litar la expresién de citocinas'®'823-2>, Tampoco es claro el
mecanismo exacto por el cual los residuos de ITAM son fosfo-
rilados, se piensa que el TCR al estar inactivo los residuos de
tirosina, leucina e isoleucina se encuentran ocultos dentro de
la regién transmembrana del linfocito T y cuando el TCR es
activado se genera un cambio estructural de las cadenas del
CD3 permitiendo el descubrimiento de las secuencias para ser
fosforiladas por las cinasas>'°.

La fosforilacién de 2 residuos de tirosina de las secuencias
ITAM de las cadenas CD3 actian como sitios de unién de alta
afinidad a proteinas que contienen dominios SH2 en tandem,
como lo son las proteinas zeta-chain (TCR) associated protein
kinase 70kda (ZAP-70) y spleen tyrosine kinase (SYK) miembros
de la familia de cinasas SYK>>?326. ZAP-70 se une a los resi-
duos de tirosina de ITAM que han sido fosforilados por LCK
por medio de sus dominios SH2, quedando en cercania a LCK
para ser fosforilada en su residuo de tirosina (Y493); esto per-
mite su activacién como cinasa y asi su autofosforilacién (o
transfosforilacién) para desarrollar su méxima actividad!®®.

Aungque la estructura y la funcién bioquimica de SYK y ZAP-
70 son similares, hay una gran diferencia en su expresién; esto
se debe al patrén de expresién de ZAP-70 que esta restringido
a linfocitos T y natural killer, mientras que SYK puede estar en
linfocitos B, macréfagos, monocitos, mastocitos y plaquetas?®'.
ZAP-70 activo, fosforila a linker for activation of T cell (LAT) y
lymphocyte cytosolic protein 2 (SH2 domain containing leukocyte pro-
tein of 76kda) (SLP-76), que transmiten y diversifican la senal
de activacién'® (fig. 1).

Estabilizador de células T activadas signalosoma

El signalosome es un complejo proteico que estd compuesto
por varios elementos de senalizacién que estdn asociados y
regulados por la actividad de proteinas de andamiaje?’. LAT
es el ejemplo de esta clase de proteinas que recluta otras
proteinas para formar un gran complejo proteico que faci-
lita la senalizacién de los linfocitos T'°. LAT es una proteina
transmembranal cuya expresion se limita a células hema-
topoyéticas incluyendo linfocitos T, natural killers, plaquetas
y mastocitos. Estd conformada por un dominio extracelular
corto, un dominio transmembrana y un dominio citoplasma-
tico largo que contiene residuos de tirosina?®. LAT carece de
actividad enzimatica y actia como adaptador molecular para

un gran numero de proteinas, coordina el reclutamiento de
intermediarios proteicos y de enzimas efectoras; sin embargo,
LAT no es esencial en la activacién de los linfocitos T, pero
desempeiia un papel mas importante en la modulacién de la
activacién linfocitaria por medio de la activacién de proteinas
que actdan en la regulacién negativa de la respuesta®?®. LAT
es rapidamente fosforilado por ZAP-70 tras la activacién del
TCR, generando multiples sitios de alta afinidad para la unién
de proteinas con dominios SH2. Las proteinas adaptadoras de
unién a LAT son conocidas como la familia de proteinas growth
factor receptor bound protein 2 (GRB2), de las cuales hacen parte
las proteinas GRB2, GRB2 related adapter protein (GRAP) y GRB2-
related adaptor downstream of Shc (GADS). Estos adaptadores
comparten una estructura similar que consiste en 2 dominios
SH3 y un dominio SH2. Por medio de sus dominios SH2 se
unen a los residuos fosforilados de LAT y permiten la unién
de otras proteinas por sus dominios SH3 expuestos'’-'8. Estas
proteinas unidas a LAT amplifican la sefial de activaciény, adi-
cionalmente, la diversificacién de las respuestas celulares tras
la activacién del linfocito T.

Cada proteina adaptadora asociada a LAT esta involucrada
en distintas vias de senializacién, lo que permite la interaccién
con distintas proteinas efectoras. El adaptador proteico de LAT,
GRB2 es punto de unién de multiples proteinas gracias a sus
dominios SH3, como la proteina son of sevenless (SOS). GRAP,
una vez unido a LAT, recluta a SOS, Dynamin y Src-Associated
substrate in Mitosis of 68 kDa (SAM68)'7:18, GADS difiere de las
otras proteinas adaptadoras de LAT por su distribucién limi-
tada a células hematopoyéticas y su dominio SH3 especifico
para la interaccién con la proteina SLP-762%2°,

SLP-76 es un adaptador multidominio proteico que esta
restringido a células hematopoyéticas incluyendo linfoci-
tos T, monocitos/macréfagos, natural killers, mastocitos y
plaquetas?®3C. Esta conformada por una regién rica en resi-
duos de tirosina que son fosforilados por ZAP-70, una
regién central rica en prolina y una regién carboxitermi-
nal con un dominio SH2 que interactia con una proteina
adaptadora multidominio SLP-76 associated phosphoprotein/FYN
binding protein (SLAP/FYB)Y. ZAP-70 al fosforilar a SLP-76
en los residuos de tirosina sirve como sitio de unién a
proteinas con dominios SH2 incluyendo Vav 1 guanine nucleo-
tide exchange factor (VAV1), non-catalytic region of tyrosine
kinase adaptor protein 1 (NCK) e IL2 inducible T cell kinase
(ITK)17’28.

Los estudios comparativos de proteinas ZAP-70, LAT y
SLP-76 realizados por Januchowski et al. en el 2007, en pacien-
tes con LES y personas libres de la enfermedad, muestran un
aumento significativo en la concentracién de la proteina LAT
en linfocitos T CD4+ de pacientes con LES, comparado con el
grupo control, siendo aun mayor las concentraciones en las
poblaciones activadas de linfocitos T CD4+ en comparacién
con las células virgenes. Esto indica una regulacién al alza a
nivel transcripcional de la proteina o una disminucién en la
degradacién proteolitica de la proteina3!.

Regulacién del citoesqueleto de actina tras la activacién

del linfocito T

La activacién del linfocito T requiere la regulacién de la orga-
nizacién del citoesqueleto de actina para facilitar la sinapsis
inmunoldgica, permitiendo la comunicacién con las célu-
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las presentadoras de antigeno y facilitando distintos eventos
que involucran: diferenciacién a distintos linajes celulares,
migracién a través de los tejidos, adherencia celular, reo-
rientacién celular y secrecién de mediadores celulares como
citoquinas®.

La reorganizacién del citoesqueleto va acompanada de un
numero importante de eventos de senalizacién interna. El
complejo adaptador proteico multidominio SLP-76 es fosfo-
rilado por ZAP-70 permitiendo la interaccién de proteinas
especializadas en los arreglos del citoesqueleto como VAV1
y NCK. VAV1 es una proteina especializada en el intercam-
bio de nucleétidos de guanina perteneciente a la familia Rho
GTPasa. La activacién del SLP-76 por parte de ZAP-70 permite
la unién de VAV1 a SLP-76 en sus dominios fosforilados y este
a través de su dominio DH permite el intercambio de nucled-
tidos de GDP a GTP a las proteinas Ras-related C3 botulinum
toxin substrate 1 (RAC1) y cell divisién control protein 42 (CDC42),
activandolas y regulando los cambios del citoesqueleto que se
llevaréan a cabo en la sinapsis inmunolégica®3—8.

Los dominios fosforilados de SLP-76 interactian con NCK
facilitando el reclutamiento de las proteinas Wiskott-Aldrich
syndrome protein (WASP) y p21l-activated kinase (PAK1) para
los arreglos del citoesqueleto®3°. PAK1 es miembro de la
familia de cinasas Ser/Thr de las proteinas RAC1 y CDC42,
y desempena un papel importante en la organizacién del
citoesqueleto y la activacién de vias de senalizacién de
estrés, como la cascada de sefializacion c-Jun N-terminal kinase
(INK)*3.

La configuracién activa de CDC42 modula la proteina
WASP y junto con WAS/WASL-interacting protein family mem-
ber 1 (WIP) forma el complejo WIP-WASP fundamental para la
regulacién de actin related proteins 2/3 (ARP 2/3)*%°. La configu-
racién activa de RAC1 activa a la vez la proteina WASP-family
verprolin-homologous protein (WAVE2) formando el complejo
RAC1-WAVE2 que activa el complejo ARP2/3. El complejo
ARP2/3 interactia con los mondémeros de actina para su poli-
merizacién y asi facilita la organizacién del citoesqueleto para
la sinapsis inmunolégica®*343° (fig. 1).

WASP es reconocida por el sindrome Wiskott-Aldrich, una
inmunodeficiencia de herencia ligada al cromosoma X que
resulta de la mutacién del gen WASP, especificamente una
mutacién en el dominio WH1, una regién que es requerida
para la estabilizacién proteica a través de la asociacién con
WIP, al no existir esta interaccién se degrada WASP*!.

La estructura del TCR estd alterada enla mayoria de pacien-
tes con LES, la cadena { TCR es reemplazada por la cadena vy del
FceR, lo que contribuye a anormalidades en la sefializacién®?.
La senalizacién a través del TCR alterado en el LES se presume
que es mucho més fuerte debido a la asociacién que hay entre
FcR v, que es 100 veces mas potente que la sefalizacién por
ZAP-70%3. Los estudios de Tsokos mostraron diferentes aso-
ciaciones moleculares entre la interaccién de SYK con FcR vy
desencadenantes de la sefializacién del TCR en pacientes con
LES, encontrando: 1) aumento en la expresién de SYK pero
no de ZAP-70; 2) mayor asociacién de SYK con el citoesque-
leto de actina comparado con ZAP-70; 3) inhibicién de SYK
normalizando la cinética de la polimerizacién de actina, y
4) diferencias entre SYK y ZAP-70, en sus patrones de aso-
ciacién con moléculas de sefializacién claves, lo cual generan
diferentes perfiles de sefializacién inducidos por el TCR*3.

Sefializaciones efectoras del linfocito T

La unién del TCR con el péptido unido al MHC inicia una
serie de eventos de senalizacién que preparan al linfocito para
la diferenciacién celular, la proliferacién y la funcién efec-
tora. Las vias de senalizacién que conllevan a la activacién
del nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(NFkB), el factor activator protein 1 (AP-1) y nuclear factor of activa-
ted T-cells (NFAT), son cruciales para la expresién de moléculas
efectoras requeridas para la funcién de los linfocitos.

Senalizacién ERK-c-Fos. La cascada de mitogen activated protein
kinase (MAPK) es una forma de sefializacién para procesos
celulares como diferenciacién, crecimiento celular, prolife-
racién, movilidad y respuesta al estrés. La senalizacién se
desarrolla gracias a un nucleo de 3 cinasas (MAP3K, MAPKK y
MAPK) que permiten la activacién de componentes efectores
(MAP kinase activated protein kinase (MAPK-APK)**. La cascada
se propaga gracias a la activacién en secuencia de las cina-
sas permitiendo la fosforilacién de componentes reguladores.
La senalizacién de extracellular-signal-regulated kinases (ERK1/2)
inicia tras la fosforilacién de LAT y la unién de las proteinas
GRB2 y GADS, que actian como adaptadores para el reclu-
tamiento a la membrana del intercambiador de nucleétidos
SOS para la activacién de RAS”#>%®, RAS unido al GTP recluta
y activa la primera cinasa RAF-1 (MAP3K), esta activa MEK1/2
(MAPKK) permitiendo la transmisién de la senalizacién a las
cinasas ERK1/2 (MAPK). La sefalizacién continda en los com-
plejos MAPK-APK o en otros sustratos que se encuentran tanto
en el citoplasma como en el nucleo; sin embargo, la fosfori-
lacién de ERK1/2 del factor nuclear c-Fos es importante para
impedir su degradacién** (fig. 2).

Senalizacion JNK-c-Jun. La cascada JNK, también llamada cas-
cada inducida por estrés (stress-activated protein kinase cascade
[SAPKs])**, involucra diferentes vias de senalizacién encarga-
das de la respuesta celular a estimulos de estrés. El estimulo
de estrés es percibido por la célula y la senalizacién se trans-
mite hasta las GTPasas CDC42 y RAC1, que van a activar la
senalizacién MAPK, ya sea directamente sobre las cinasas
MEKK2 (MAP3K) o indirectamente por medio de las cinasas
MAP4K, que a la vez activan a las cinasas MAP3K*. La activa-
cién de MAP3K transmite la sefial a través de la fosforilacién a
MKK4/7 (MAPKK), activando las cinasas JNK1/2/3 (MAPK). Las
3 isoformas de JNK tienen como funcién la fosforilacién de
c-Jun inhibiendo su degradacién y permitiendo la interaccién
con otros factores transcripcionales®’. La activacién del factor
c-Fos junto con la activacién del factor c-Jun forman el fac-
tor AP-1, un factor heterodimérico que interactia con NFAT
para la sintesis de interleucina (IL)-2 y esté involucrado en la
supervivencia celular*® (fig. 2).

Los estudios sobre alteraciones en las vias de sefializacién
en linfocitos T de pacientes con LES han mostrado defec-
tos en la activacién de la cascada MAP cinasa en respuesta
a la senalizacién dada por el complejo TCR/CD3. Los defec-
tos estan relacionados con activacién del complejo RAS/RAF
y disminucién de la translocacién del complejo nuclear
AP-1; de igual forma, se ha demostrado una disminucién en
la unién de SOS a GRB2 en linfocitos T de pacientes con LES*°.
La actividad MAP cinasa defectuosa puede alterar la coordina-
cién de las senales necesarias para la produccién normal de
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Figura 2 - Cascada MAP cinasa: la cascada MAP cinasa inicia tras la fosforilacion de signalosoma LAT por parte de ZAP-70
para el reclutamiento de las proteinas adaptadoras a LAT, GRB2 y GRAP. GRB2 y GRAP, las cuales reclutan el intercambiador
de nucleétidos SOS, el cual intercambia GDP por GTP a la proteina RAS una proteina G. RAS permite la activacién de la
primera cinasa de la sefializacion MAP cinasa RAF-1. RAF-1 fosforila a MEK1/2 activandola y de este modo permitiendo la
transmisién de la sefalizacién a las cinasas ERK1/2. ERK1/2 activada fosforila al factor nuclear c-fos, impidiendo su

degradacién y permitiendo su interaccién c-jun.

IL-2 y el mantenimiento de la tolerancia en los linfocitos T de
pacientes con enfermedad autoinmune.

Senalizacién de la fosfolipasa C y el factor nuclear de células
T activadas. La enzima ITK hace parte de la familia de tiro-
sina cinasas tecprotein tyrosine kinase (TEC), entre los dominios
de ITK se encuentran los dominios SH2 y SH3 para las inte-
racciones proteicas y el dominio pleckstrin-homology domain
(PH) de unién al PtdIns (3,4,5) P3 (phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphate), siendo este necesario para su activacién®®>C,
La activacién de ITK requiere varios pasos relacionados, el
primero es el reclutamiento y la unién de la proteina ITK a
la membrana celular por medio de su dominio PH al PtdIns
(3,4,5) P3. El PtdIns (3,4,5) P3 es producto de la fosforilacién
de PtdIns (4,5) P2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) por la
cinasa phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), las fosfatasas phosp-
hatase and tensin homologue (PTEN) y SH2-domain-containing
inositol-5-phospatase (SHIP) regulan la rotura del fosfato del
PtdIns (3,4,5) P3 para formar PtdIns (4,5) P2, regulando asi la
sefial del linfocito®®>*. El segundo paso es la presencia de
una cinasa de la familia SRC para la fosforilacién del com-
plejo ITK-PtdIns (3,4,5) para su activaciéon. Dentro de la familia
SRC que interactiia con ITK se encuentra la cinasa LCK, la
cual es necesaria para su activacién®®. El tercer paso con-
siste en la interaccién de ITK con proteinas involucradas en la

sefalizacién del TCR como el complejo LAT-GADS-SLP-76°2>°,
La activacién de la enzima ITK permite la amplificacién y
la diversificacién de la sefial por medio de la fosforilacién
y la activacién de la enzima phosphoinositol phospholipase C
gamma 1 (PLCy1). PLCy1 regula el metabolismo de los fosfo-
lipidos de inositol por medio de la hidrélisis del PtdIns (4,5)
P2 para la formacién de inositol 1,4,5- triphosphate (InsP3) y
diacilglicerol (DAG). Existen 2 formas de la proteina, PLCyl y
PLCvy2, predominando la forma PLCy1 en los linfocitos T°%°7
(fig. 3).

El diacilglicerol activa protein kinase C theta (PKCH), que
es una serina/cinasa miembro de la subfamilia de las PKC
independientes de calcio, cuya expresion estd limitada a
linfocitos T, células musculares y plaquetas®®. Se ha demos-
trado en estudios in vitro con células T Jurkat que LCK
fosforila a PKC-6 en su dominio C2, que es un dominio de
tirosina (Y90); sin embargo, no se ha demostrado que esta
fosforilacién esté involucrada en cambios con la actividad
enzimatica ni en su regulacién, pero mutaciones en la tiro-
sina 90 (cambio de tirosina a fenilalanina) han demostrado
alteraciones en la activacién de NFAT y AP-1°°. Una vez se
activa PLCy1 y hay liberacién de DAG, el DAG se une al domi-
nio C1 de PKC-6, cambiando su conformacién a un estado
abierto de su sitio activo permitiendo la fosforilacién de sus
sustratos®®
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Figura 3 - Activacion del complejo TCR: tras la activacion del TCR, la fosforilacion de los residuos de LAT permiten el
reclutamiento de la proteina de anclaje a LAT GADS; esta es fosforilada por ZAP-70 permitiendo la unién a SLP-76, que de
igual manera es fosforilada por ZAP-70. La fosforilacion de los residuos de la proteina multidominio SLP-76 permite la
union de la cinasa ITK. Para la activacion de la cinasa ITK es necesario el anclaje de ITK a la membrana celular por medio de
su domino PH al PtdIns (3,4,5) P3, la fosforilacion de los residuos de tirosina de ITK por la cinasa LCK de la familia de las
cinasas SRC para su activacién. Interaccién de ITK con otras proteinas como SLP-76, GADS y LAT. ITK activo fosforila a la
enzima PLGCvy1, la cual regula el metabolismo de los fosfolipidos de inositol por medio de la hidrélisis del PtdIns (4,5) P2

formando DAG e InsP3.

PKC-6 estd involucrado en la activacién de 2 factores de
transcripcién importantes para la activacién del gen IL-2, que
son AP-1y NFkB. La activacién del factor de transcripcién AP-
1 por PKC-6 se logra a través de la interaccién con Ste20/SPS1
related proline and alanine rich kinase (SPAK), una cinasa de la
familia Ste-20 involucrada en la sefializacién MAP cinasa®.
La activacién de NF«B puede ser inducida por la fosforilacién
de CARD11/CARMA (caspase recruitment domain-containing pro-
tein 11) por PKC-6, liberando el complejo I«B kinase (IKK) que
interactia en la degradacién mediada por ubiquitinacién de
inhibitor of kappa B (IxB), liberando de esta forma NFkB para su
translocacién al nicleo®. La translocacién de NF«B al nicleo
permite la transcripcién de genes involucrados en la expresion
de citocinas proinflamatorias, expresiéon de moléculas citoté-
xicas, proteinas inhibidoras de la apoptosis y la expresién de
genes involucrados en la proliferacién celular.

El DAG actta en la estimulacién de la via MAPK/ERK, junto
a JNK activan el factor AP-1. El calcio y el DAG regulan posi-
tivamente la translocacién de la proteina RAS guanyl releasing
protein 1 (RASGRP1) de la membrana del aparato de Golgi'®®2.
RASGRP1 realiza el cambio de GDP a GTP para la activacién
de la sefializacién MAPK/ERK por medio de RAS®%%3 (fig. 3).
La regulacién del calcio estd mediada por canales ubicados
tanto en el reticulo endoplasmatico como en la membrana
celular. La activacién del TCR eleva rdpidamente las concen-

traciones de InsP3 acoplandose al receptor InsP3R. Ins (1,4,5)
P3 receptor es una glucoproteina unida a la membrana del
reticulo endoplasmatico que actiia como canal de calcio que
libera el calcio almacenado dentro del reticulo al citoplasma,
aumentando las concentraciones dentro de la célula®645°,
Sin embargo, el calcio liberado del reticulo endoplasmatico
no es suficiente para estimular a las proteinas dependien-
tes de calcio, es por ello que es necesaria su liberacién por
otras vias como la activacién de canales transmembrana.
La pérdida de calcio dentro del reticulo endoplasmatico es
censada por las proteinas STIM1 o STIM2 (stromal interaction
molecule). Las proteinas STIM son proteinas transmembrana
ubicadas en el reticulo endoplasmaético que actian como sen-
sores de los niveles de calcio manteniendo la homeostasis
dentro de la célula®®. La porcién N-terminal de las proteinas
STIM estd ubicada en la luz del reticulo y posee dominios
especializados para censar pequeiios cambios en la concen-
tracién de calcio dentro del reticulo. Una vez se censan las
bajas concentraciones de calcio, se genera un cambio de
un estado dimérico basal a un estado oligomérico, el cual
migra a la membrana plasmatica y es capaz de desencade-
nar la entrada de calcio hacia la célula a través de canales
calcio transmembrana ORAI (calcium release-activated calcium
modulator 1) por dominios ubicados en su regién C-terminal
citoplasmatica®®’.
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El calcio dentro de la célula actiia como un segundo mensa-
jero para la activacién de NFAT. Las concentraciones elevadas
de calcio dentro de la célula son cruciales para la activacién
del sensor intracelular sensible a calcio, calmodulina?®. Nor-
malmente, sin la presencia de calcio, la proteina permanece
en un estado inactivo o «cerrado» y cuando hay un aumento
de las concentraciones de calcio, el calcio se une a la calmodu-
lina y sufre un cambio conformacional a un estado «abierto»,
permitiendo su unién a la enzima calcineurina®. La calci-
neurina es una proteina serina/fosfatasa calcio-calmodulina
dependiente que defosforila multiples regiones de NFAT,
incluyendo su dominio de reconocimiento al ADN, de esta
forma permitiendo la translocacién del factor de transcripcién
al nucleo” %70 (fig. 3).

Se ha demostrado el papel de NFAT en la transcripcién de
un gran numero de citocinas involucradas en la respuesta
efectora del linfocito T, como IL-2, IL-4, IL-10, IFN-gamma,
el factor estimulante de colonias de granulocitos y monoci-
tos (GM-CSF), y TNF. También se ha demostrado el papel que
desempena NFAT en la expresion de IL-5 como en la expresién
de CD40L y CD95L en linfocitos T de pacientes con LES’°.

El calcio como segundo mensajero de multiples vias de
senalizacién es estrechamente regulado para garantizar una
6ptima respuesta celular ante un estimulo; alteraciones en su
concentracién implican sefializaciones anémalas que tienen
implicaciones en la respuesta celular. Las altas concentra-
ciones de calcio resultan en un aumento de la expresién de
ligandos celulares, como lo son el ligando CD40 (CD40L) y
Fas ligando (FasL)'?. Estudios realizados por Tsokos et al. han
demostrado que los linfocitos T de pacientes con LES expre-
san altas cantidades de FasL sobre su superficie, comparados
con los grupos controles, dando explicacién de las altas tasas
de apoptosis que se evidencian en linfocitos de pacientes con
enfermedad autoinmune’’. Se evidenci6 ademds un aumento
en la expresiéon del CD40L sobre la superficie celular de los
linfocitos T y un aumento de la expresién de CD40 sobre la
superficie de linfocitos B en pacientes con LES, asi aumen-
tando la interaccién CD40-CD40L, que da lugar a un aumento
de la estimulacién de linfocitos B y produccién de anticuerpos
con consecuencias inmunolégicas importantes’?.

Senializacién correceptor CD28. La sefial que se genera por
la activacién del TCR por si sola falla en desencadenar una
activacién completa del linfocito; es necesaria la presencia
de correceptores que proporcionen senales adicionales por
medio de vias de senalizacién en comun con la senal prin-
cipal para que se garantice una senal suficientemente fuerte
parala activacién del linfocito T. El correceptor CD28 tiene gran
importancia en la activacién celular por su participacién en la
generacién de senales coestimuladoras. Es una glucoproteina
transmembrana que se expresa principalmente en linfocitos
T activados y en reposo’. Se une a los ligandos CD80 (B7-1)
y CD86 (B7-2) correceptores de las células presentadoras de
antigenos, por lo tanto, estd involucrada en procesos de pro-
liferacién, evita procesos de anergia, facilita la expresién de
citoquinas y media la supervivencia celular’? (fig. 4).

Los aminodcidos que comprenden la cola citoplasmatica
del correceptor CD28 poseen actividad enzimaética intrinseca.
Esta cola citoplasmaética posee 4 tirosinas que son clave para
la senalizacién intracelular; son fosforiladas por FYN o por

LCK. La fosforilacién del residuo de tirosina 170 (Y170) que se
encuentra ubicada en la secuencia patrén altamente conser-
vada TYR-MET-ASN-MET (YMNM) permite el reclutamiento de
proteinas con dominios SH2 como PI3K y GRB27>77> (fig. 4).

PI3K forma parte de la familia de enzimas que regulan la
funcién biolégica por medio de la generacién de lipidos como
segundos mensajeros. Esta se divide en distintas clases de
acuerdo con su funcién; las PI3K clase I predomina principal-
mente en los linfocitos. A su vez, las PI3K se divide en 2 grupos,
de acuerdo con su activacién, siendo el grupo IA activado
por receptores asociados a tirosina cinasas, correceptores y
receptores de citocinas’4. PI3K IA consta de 2 subunidades, la
subunidad P85, que es la subunidad reguladora, se une a la
secuencia patrén YMNM del correceptor CD28 para su activa-
cién; la subunidad P110, que es el complejo catabdlico, actiia
en la fosforilacién del PtdIns (4,5) P2 a PtdIns (3,4,5) P3747°. Este
lipido actia en moléculas que contengan dominios PH, como
AKT/PKB e ITK. AKT/PKB (protein kinase B) esta relacionada en
la regulacién de numerosas vias de sefializacién que promue-
ven el crecimiento celular, la progresién en el ciclo celular y la
supervivencia’’’8 (fig. 4).

Se ha demostrado que sin la segunda senal coestimula-
dora, los linfocitos T fallan en la produccién de IL-2 y establece
un estado de anergia’?®. Aunque la senalizacién mediada
por CD28 en linfocitos T en pacientes con lupus se encuentra
intacta, el ligando CD80 se encuentra disminuido conllevando
a una deficiencia en la senalizacién mediada por CD28 y, por
ende, en la disminucién en la produccién de IL-28',

Balsas lipidicas

Las balsas lipidicas son microdominios en la membrana celu-
lar compuestos por lipidos diferentes de los que hacen parte
normalmente la membrana celular, entre estos lipidos se
encuentran los glucoesfingolipidos, esfingomielina, colesterol,
entre otros. Estas balsas lipidicas crean un ambiente que per-
mite acumular o segregar diferentes proteinas a una regién
especifica®”.

Los esfingolipidos tienen un punto de ebullicién alto, lo que
les permite formar conjuntos ordenados separados de la capa
de fosfolipidos que tienen un punto de ebullicién mas bajo; el
colesterol se mezcla preferentemente entre los esfingolipidos
para estabilizar la estructura de la membrana y su fluidez. Por
lo tanto, las balsas lipidicas pueden actuar como plataformas
que se mueven libremente en la membrana celular®®.

La complejidad del ambiente de las balsas lipidicas per-
mite una regulacién temporo-espacial de la regulacién de la
senal del linfocito T. Varias proteinas, como LAT, CD4 y LCK, se
encuentran en las balsas lipidicas gracias a interacciones entre
lipidos-lipidos o lipidos proteinas. La adicién de grupos satura-
dos alas proteinas con dominios intracelulares, extracelulares
o transmembrana aumenta la afinidad de estas proteinas al
ambiente organizado de las balsas lipidicas. LCK es modificado
con la presencia de grupos de lipidos saturados y su presen-
cia en las balsas lipidicas es requerida para la transduccién
de la sefal a través de la activacién del TCR®. LAT que tam-
bién es modificado por la adicién de estos grupos de lipidos
saturados, una vez se activa el TCR hay un reclutamiento de
proteinas propias de la sefializacién a las balsas lipidicas lo
cual facilita la transduccién de la sefial®*8%.
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Figura 4 - Correceptor CD28: el correceptor CD28 tiene gran importancia en la activacién celular por su participacién en la
generacion de una sefial coestimuladora. La union del correceptor CD28 con sus ligandos CD80/86 y la fosforilacion de sus
residuos citoplasmaticos permiten la activacion del receptor y de este modo el reclutamiento de las proteinas PI3K y GRB2.
PI3K regula el metabolismo de los lipidos de inositol a través de la fosforilacién del PtdIns (4,5) P2 a PtdIns (3,4,5) P3, que a
su vez estd involucrado en la activacién de la sefializacién mediada por AKT/PKB.

Regulacién de la activacién del linfocito

Co-receptor CTLA-4. Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4)
es un correceptor que tiene un papel fundamental en la regu-
lacién negativa de la sefial de activacién del linfocito T; es una
glucoproteina que comparte gran similitud con CD28 y, al igual
que este, posee dominios extracelulares similares a las de las
inmunoglobulinas. La expresién del correceptor CTLA-4 esta
restringida a linfocitos T, ya sean CD4 o CD8; sin embargo,
no se expresa en linfocitos T virgenes, pero se expresa en la
membrana una vez el linfocito T esta activado®>%°.

Los ligandos de unién del CTLA-4 son CD80/86, ubicados
en la membrana de la célula presentadora de antigenos. Se ha
demostrado que la unién de CTLA-4 a sus ligandos CD80/86
es mucho mads afin que la unién de CD28 a estos mismos®.
La razén por la cual tanto CTLA-4 como CD28 comparten los
mismos ligandos indica la presencia de una senal coestimula-
dora necesaria para la activacién del linfocito T generada por
la unién de CD28 y su ligando, y en contraste una senal regu-
ladora que module la activacién del linfocito generada por la
unién de CTLA-4 a su ligando; de esta forma, mantiene un
balance entre la senal de activacién y la sefial moduladora.
CTLA-4 inhibe la activacién linfocitaria por medio de la reduc-
cién de la produccién de IL-2 y la disminucién en la expresion
del receptor para IL-2, deteniendo el ciclo celular en fase G1%7.

CTLA-4 se ubica en el citoplasma, en vesiculas citoplas-
maticas y su expresién a la superficie de las células se da
por mecanismos regulados por clatrina, limitando de esta
forma la unién de los ligandos CD80/86, previniendo la ter-
minacién prematura de la respuesta inmune. CTLA-4 posee
una cola citoplasmaética sin actividad enzimatica intrinseca
compuesta por secuencias patrén caracteristico YVKM y
2 residuos de tirosina involucrados en la actividad y regula-

cién de esta proteina (Y201, Y218). En su forma no fosforilada,
el patrén Y201VKM del CTLA-4 se asocia a la subunidad AP50
del complejo proteico asociado a clatrina, lo cual determina
el estado citoplasmatico de la proteina. Multiples proteinas
con actividad cinasa actiian sobre el residuo critico de tiro-
sina del CTLA-4 (Y201), entre ellos los mds importantes LCK
y FYN®889, La fosforilacién de este residuo hace una trans-
locacién de las vesiculas citoplasmaticas a la membrana
celular permitiendo la interaccién de CTLA-4 con su ligando
y asi modular la sefializacién del TCR inhibiendo la unién de
AP-1y NFAT al nicleo, y suprimiendo las vias de sefializacién
de ERK y JNK. CTLA-4 actia por medio de fosfatasas
que actian directamente sobre sustratos especificos, sin
embargo, la senalizacién de CTL-4 en cuanto a cémo ejerce
su efecto inhibitorio ha sido bastante discutida e inclusive
contradictoria®.

Ubiquitinacién y degradacién

La ubiquitinacién es el proceso por el cual las células pueden
discriminar proteinas que van a ser degradadas, esto se lleva
a cabo gracias a la marcacién de la proteina con ubiquitina,
lo cual permite su degradacién. La ubiquitina es un péptido
de 76 aminodcidos; se une a proteinas a través de 3 enzimas,
E1, E2 y E3 por el proceso de ubiquitinacién. El primer paso de
la ubiquitinacién consiste en la formacién de un enlace tioés-
ter con el residuo de glicina del C-terminal de la ubiquitina y
el grupo sulfhidrico (o tiol) de la cisteina de E1 en su centro
activo. El segundo paso consiste en la transferencia de la ubi-
quitina desde una enzima E1 a una enzima E2 de conjugacién
(Ubc). El paso final consiste en la unién de la E2-ubiquitina a
una E3 ligasa; esta cataliza la formacién de un enlace isopep-
tidico entre la glicina del C-terminal de la ubiquitina con la
lisina del sustrato especifico®!. Las enzimas E3 tienen la fun-
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cién tanto de reconocimiento de la proteina especifica, a la
cual serd llevada a la ubiquitinacién, asi como la capacidad
de interactuar con las enzimas E2. Las proteinas marcadas
en su lisina 48 poliubiquitinadas son sustrato de degradacién
proteica por medio del proteasoma 265°1°2,

La familia de proteinas Casitas B-lineage lymphoma (Cbl) son
proteinas adaptadoras moleculares, se unen a proteinas para
su ubiquitinacién y su degradacién. En mamiferos se encuen-
tran 3 genes que codifican para las proteinas de la familia
Cbl: c-cbl, cbl-b y cbl-3 (o también conocida como cbl-c)??-9°.
La estructura de las proteinas Cbl es similar entre ella, con-
tiene un dominio de unién a tirosina cinasa o dominio tirosine
kinase binding domain (TKB), un dominio really interesting new
gene (RING) responsable de la funcién catalitica de las ligasas
E3, una region rica en prolina (propias de las proteinas c-Cbl
y Cbl-b) y un dominio C-terminal de asociacién a ubiquitina
o ubiquitin associated (UBA)°>°*. En linfocitos T las proteinas
c-Cbl y Cbl-b estan encargadas del control de la senalizacién
generada por la activacién del TCR, esto por medio de la ubi-
quitinacién de receptores activos y receptores asociados a
tirosina cinasa. C-Cbl forma un complejo con la cadena zeta
del TCR y ZAP-70 para promover la ubiquitinacién de la cadena
zeta y su degradacién®?°>%, Se ha reportado que c-Cbl puede
regular negativamente la funcién de ZAP-70 independiente
de la protedlisis®’. C-Cbl también interactiia con el dominio
SH2 de la subunidad p85 de la enzima PI3K y de esta forma
regula negativamente la senal de PI3K de coestimulador de la
sefalizacién del linfocito T%. Estudios se han enfocado en la
relacién existente entre Cbl-b y VAV1, aunque no se ha demos-
trado que Cbl-b esté involucrada en la degradacién de VAV,
pero si en el control de los sustratos de fosforilacién tras la
activacién del TCR y la senal de coestimulacién de CD28 para
la activacién de VAV1349498 La importancia de la accién anta-
goénica de Cbl-b hacia PKC-6 es por la modulacién del umbral
de respuesta del linfocito T, por lo tanto, Cbl-b regula a PKC-6
a través de la regulacién negativa de la senalizacién de VAV1y
PI3K, lo cual puede controlar la transcripcién de IL-2 en ausen-
cia de la coestimulacién de CD28%%°°. Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que PKC-6 es un regulador de la
accién del Cbl-b; por medio de la coestimulacién del receptor
CD28 es posible su destruccién'® (fig. 5).

Inhibicién de la familia de cinasas SRC (SFK) por medio
del complejo PAG/CSK
La regulacién de la activacién de las cinasas involucradas en
la activacién del linfocito T es fundamental para mantener un
umbral de activacién. Las enzimas C-terminal SRC kinase (CSK)
son cinasas citoplasmaticas que fosforilan regiones involucra-
das en la regulacién negativa de la familia de cinasas SRC.
Es importante la proximidad de CSK a su sustrato y esto se
logra gracias a su interacciéon con la proteina phosphoprotein
associated with glycosphingolipid-enriched microdomain (PAG)'°.
PAG, o también conocida como Csk-binding protein (CBP) es
una proteina transmembrana ubicua con multiples residuos
de tirosina, que al ser fosforilados actian como bolsillos de
unién para proteinas que contengan dominios SH2; adicional-
mente, posee 2 secuencias ricas en prolina que permiten la
interaccién con proteinas que contengan dominios SH301.102,
La caracteristica de PAG en linfocitos T, a diferencia de las otras
células, es su maximo punto de fosforilaciéon cuando la célula

se encuentra en reposo (en células diferentes de linfocitos T la
unién de receptores de membrana con sus ligandos estimula
la activacién de PAG). Cuando la célula se encuentra inactiva,
la fosforilacién de PAG es mediada por la familia de cinasas
SRC, especificamente por FYN'01193 E] reclutamiento de CSK
requiere la fosforilacién de un sustrato de tirosina especifico
(Y317) de PAG, lo cual permite la unién de CSK a PAG por medio
de su domino SH2; la unién de CSK a PAG no solo permite la
proximidad de CSK a la membrana plasmatica y, por ende, a
su sustrato, si no que permite un cambio conformacional de la
proteina y de este modo aumenta la actividad catalitica de la
enzima'®*. Una vez CSK se encuentra en cercania a LCK la fos-
forila en un sustrato de tirosina especifico (Y505) permitiendo
un cambio conformacional de la proteina a un estado cerrado
y, por ende, sin actividad de cinasa. Cuando se da la activacién
del linfocito T, PAG es rapidamente desfosforilado resultando
en la liberacién de CSK de la membrana y este es secuestrado
en el citoplasma por Ras GTPase-activating protein-binding pro-
tein 1 (G3BP); esto permite que se encuentre lejos de la sinapsis
inmunolégica’®*1%, Las enzimas candidatas de desfosforilar a
PAG son CD4S5 o tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
(PTPN 11)10%1% (fig. 5).

Docking protein 1 (DOK1/2) son adaptadores moleculares
citoplasmaticos que estan relacionados con la regulacién
negativa de la sefial del TCR. DOK1/2 se unen a LAT junto con
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1 (SHIP1).
SHIP1 hidroliza el fosfolipido del PtdIns (3,4,5) P3 para pro-
ducir PtdIns (3,4) P2 y asi regular la senal por medio de la
interferencia del reclutamiento de proteinas que contengan el
dominio PH como la proteina AKT o ITK>>'%7. DOK1/2 puede
estar asociado con los ITAM fosforilados de las cadenas { y e,
desplazando la unién de ZAP-70 a estas. También se ha demos-
trado que DOK1/2 contienen secuencias para los dominios SH2
y SH3, por lo cual se puede asociar a Ras GTPase activating
protein (RASGAP)'?”. RASGAP es un atenuador de la activa-
cién de la proteina RAS, por lo que disminuye la senalizacién
MAPK/ERK'8, La unién de CSK a través de sus dominios SH2
a DOK1/2 puede estar involucrada en el reclutamiento para la
inhibicién de LCK'Y (fig. 5).

Regulacién negativa mediada por fosfatasas PTPN22

Las fosfatasas de las tirosina cinasas (PTP) tienen un papel
esencial, tanto en el mantenimiento del fenotipo activado
de los linfocitos T, asi como en la reversién del estado acti-
vado a un estado de reposo cuando termina la respuesta
inmunitaria'®. Cada PTP estd formado por un dominio catali-
tico que posee preferencia al sustrato especifico y dominios no
cataliticos que estan involucrados en la regulacién de la acti-
vidad de fosfatasa. Dentro de los reguladores de la senal de
activacion se encuentra el producto del gen PTPN22, lymphoid-
tyrosine phosphatase (LYP) expresado en humanos y su ortélogo
murino PEP'%°. LYP/PEP es una fosfatasa de tirosina con expre-
sién restringida a células hematopoyéticas, esta contiene un
dominio de fosfatasa en su regién N terminal, una regién
rica en prolinas y una regién C-terminal altamente conser-
vada entre su familia de fosfatasas llamado grupo PEST-PEP,
un potente regulador negativo de la sefial del TCR'®. PEP
actiia desfosforilando los residuos reguladores positivos de
las proteinas FYN (Y417), LCK (Y394) y ZAP-70. Esta regu-
lacién negativa es posible gracias a su interaccién con el
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Figura 5 - Regulacion negativa de la sefial de activacion del complejo TCR. La regulacion negativa de la sefial de activacién
del TCR es importante para evitar procesos de anergia. En los linfocitos T, las proteinas c-Cbl y Cbl-b estian encargadas del
control de la sefializacién por medio de la ubiquitinacién de receptores activos y receptores asociados a tirosina cinasa.
Activado el correceptor CTLA-4, hay activacion de la proteina Cbl-b para la regulacién de la seiial linfocitaria; este interactia
con la subunidad p85 de la enzima PI3K, regulando de esta forma la sefal que proviene del correceptor CD28. Cbl-b
interactia con proteinas claves en la activacién linfocitaria como VAV-1 y PLCy, inhibiendo la activacién de PKC 0.

dominio SH3 de la proteina CSK por sus secuencias patrén
ricas en prolina''®, mientras PEP desfosforila las tirosinas de
las regiones reguladoras positivas de proteinas de la fami-
lia SRC, CSK fosforila las regiones reguladoras negativas de
estas.

Alteraciones en el regulador de la sefnalizacién linfocitaria
PTPN22 se han relacionado con multiples enfermedades auto-
inmunes, incluyendo LES, artritis reumatoide, artritis juvenil
idiopatica, enfermedad autoinmune tiroidea, granulomato-
sis de Wegener, miastenia gravis, tiroiditis de Hashimoto,
enfermedad de Graves, enfermedad de Addison, esclerosis
sistémica, entre otras enfermedades'®®-111, Dentro de los estu-
dios de la activacién y transduccién de la sefial a través del
TCR, se ha documentado el polimorfismo del gen PTPN22
(rs2476601; 1858 C — T) y su relacién con el LES. Este polimor-
fismo se caracteriza por la sustitucién del aminodcido arginina
por un triptéfano en la posicién 620 de secuencia de ami-
nodcidos. Este cambio ocurre en la regién proximal rica en
prolina dominio de unién a SH3 del PTPN22. Esta porcién rica
en prolina es un importante sitio de unién para el dominio
C-terminal de CSK, por lo cual este polimorfismo interrumpe la
interaccién entre PTPN22 y CSK; de esta forma, la supresién de
la activacién del linfocito T no se lleva a lugar. El efecto neto de
este polimorfismo en la interaccién entre PTPN22 y CSK para
la generacién de enfermedad autoinmune es tema de contro-
versia y los mecanismos de accién propuestos estan basados
en modelos animales. Una explicacién del papel del polimor-
fismo Trp620 en la patogénesis de la enfermedad autoinmune
es la alteracién en el balance de los linfocitos T efectores y los

linfocitos T reguladores. Se sugiere que el balance entre los
linfocitos T efectores promotores de enfermedad autoinmune
y linfocitos T reguladores protectores es finamente regulado
por la expresién o actividad de PTPN221 11112,

Alteraciones de las senales de activaciéon
de las células T en LES

El lupus eritematoso es un desorden autoinmune sistémico,
crénico, potencialmente fatal. Los defectos pueden ocurrir en
varias partes de la cascada inmune, resultando en presenta-
ciones clinicas heterogéneas. A continuacién, se describiran
multiples vias de senalizacién implicadas en la inmunopato-
genia de la enfermedad.

Alteraciones en CD3

La mayoria de los pacientes con LES tienen defectos en la
expresion de las cadenas { del TCR, asi como alteraciones en
la fosforilacién de estas. Las deficiencias en la fosforilacién
de las cadenas { del TCR tras la activacién linfocitaria se ha
observado en mas del 78% de pacientes con lupus. Se han
descrito multiples mecanismos potenciales para explicar la
disminucién en la expresién’'?,

Estudios realizados por Tsuzaka et al. para investigar los
mecanismos moleculares de la expresién reducida de las cade-
nas { del TCR aislaron el mRNA de las cadenas { en linfocitos T
periféricos de 8 pacientes con LES. Por una parte, encontra-
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ron que 2 pacientes presentaron deleciones del exén 7 del
mRNA de la cadena {; por otra parte, 6 pacientes presenta-
ron mutaciones puntuales en el sitio de unién del GTP/GDP en
el dominio 3 de ITAM que se acompanan de sustituciones de
aminodcidos en el dominio 3 del ITAM'.

Se reconocen 3 dominios importantes del ITAM que al
ser fosforilados son sitio de unién para proteinas tales como
ZAP-70, actina, PI3K o Shk. Mutaciones de una o 2 tirosinas
dentro del ITAM o que no se produzca la fosforilacién, o solo
monofosforilacién, conlleva a alteraciones en la transduccién
de la senal. De esta observacién es posible determinar que el
mRNA aberrante del TCR es responsable de la disminucién de
la fosforilacién y disfuncién de la sefial del TCR'>.

La regién no traducida 3’ de la cadena { del TCR (3’-UTR
- unstranslate regién 3’) ha demostrado que cumple un papel
importante a nivel postranscripcional. El mRNA 3’-UTR tiene
secuencias reguladoras en cis como lo son las secuencias ricas
de adenosina-uridina que se unen a proteinas reguladoras
trans y estan implicadas tanto en la estabilizacién o desesta-
bilizacién del transcrito. Andlisis en el mRNA de las cadenas
{ han encontrado empalmes alternativos con pérdida de exo-
nes, asi como inserciones en el transcrito'!”.

En el estudio de Chowdhury et al., determinaron que el
mRNA de la cadena ¢ del TCR presentaban un nuevo empalme
alternativo con delecién de nucleétidos desde 672 a 1233 del
exén virde las cadenas { del mRNA. Este empalme ((cDNA/AS-
3'UTR) de 344 pb estd expresado predominantemente en
linfocitos T de pacientes con lupus comparado con contro-
les sanos. Esta secuencia corta de 3’-URT es menos estable
que la versién natural del mRNA; adicionalmente, tiene un
mayor nivel de degradacién en linfocitos T de pacientes con
lupus, indicando que los linfocitos T de pacientes con lupus
tienen factores adicionales que promueven la degradacién
de las cadenas cortas del empalme alternativo. Los resulta-
dos demuestran que la presencia de elementos reguladores
en la regién eliminada del empalme de 562 pb es reque-
rida para la apropiada y eficiente traduccién del mRNA'®,
Adicionalmente, la produccién de esta cadena de empalme
alternativo representa un mecanismo molecular que contri-
buye a la expresién disminuida de las cadenas ¢ del TCR en
pacientes con LES.

El Fce receptor type I y chain (FceRIly) es un miembro de la
familia de proteinas de la cadena ¢, también es un componente
de la regién de los receptores de IgE de alta afinidad; con-
tiene un ITAM citoplasmatico que, a diferencia de la cadena
{ del CD3, media la sefializacién a través de la proteina cinasa
SYK'". Como se mencioné previamente, SYK cinasa es 100
veces mas potente que ZAP-70y preferiblemente reclutada por
FceRlIy; de esta forma, al haber una disminucién de las cadenas
{ del TCR hay un reemplazo por FceRlIy; esto aumenta la activi-
dad de SYK. La cinasa SYK es una proteina capaz de fosforilar
ITAM independientemente de la actividad de SFK, a diferencia
de ZAP-70, activando multiples vias de sefializacién por medio
de VAV, PLCy, SLP76 y la unidad subreguladora PI3K. En pacien-
tes con LES, respecto a controles sanos, se ha demostrado la
interaccién entre la proteina SYK con VAV y PLC, produciendo
el aumento de las concentraciones de calcio intracelular y el
aumento de las vias de senalizacién dependientes de calcio;
otro cambio inducido por la senalizacién mediada por SYK es
la polimerizacién de la actina’'é.

La IL-2 es un factor regulador muy importante en la res-
puesta del linfocito T; estd involucrada en la modulacién de la
duracién y la intensidad de la respuesta inmunitaria, también
como factor de crecimiento para linfocitos T que se produce
posterior a la estimulacién del TCR. La IL-2 se ha caracteri-
zado por ser un factor indispensable para la induccién de la
tolerancia, generalmente a través de 2 mecanismos: activa-
cién de los mecanismos inducidos de muerte celular y por la
induccién y mantenimiento de células T reguladoras. Como
elemento clave en la modulacién entre la respuesta inmuni-
taria proliferativa y la induccién de la tolerancia, IL-2 debe ser
estrechamente regulada en orden para mantener la homeos-
tasis en la respuesta inmunitaria®'°.

La busqueda de los mecanismos responsables en los cam-
bios en la sintesis de IL-2 ha revelado una serie de alteraciones
en el sitio de ocupacién del factor de transcripcién a nivel del
promotor IL-2 de linfocitos T, obtenidas de pacientes con LES.
El sitio -180 ha demostrado ser especialmente importante en
la desregulacién de la transcripcién de IL-2. Comprende un
sitio de unién para CREB/CREM. Cuando CREB es fosforilado,
actiia como un factor positivo que mejora la transcripcién. Por
otra parte, cuando CREM se activa, desplaza a pCREB y actia
como un represor transcripcional, evitando la unién de p300 y
CBP. Los cambios en los niveles de CREM estén asociados con el
complejo enzimatico activar calcio/calmodulina dependiente
de quinasa IV (CaMKIV). Los niveles de esta cinasa son mas
altos en células T derivadas de pacientes con LES'?0:171,

Linfocitos Th17, IL-7 y lupus eritematoso sistémico

La activacién crénica de la respuesta inflamatoria en pacien-
tes con LES conlleva a la liberacién de multiples citocinas que
van a contribuir activamente a la inflamacién y el dafio tisu-
lar. Los diferentes subtipos de linfocitos T tienen la capacidad
de secretar citocinas que ayudaran en la respuesta inflama-
toria; de esta forma, los linfocitos Thl son esenciales para
controlar las infecciones por microorganismos intracelulares
por medio de la secrecién del IFN-y, lo cual tiene la capaci-
dad de activar macréfagos, mientras que los linfocitos Th2
producen IL-4, IL-5 e IL-13 que estan involucradas en el con-
trol de parasitos y alérgenos por medio de la activacién de
eosindfilos. Existe otro subtipo de linfocitos, conocidos como
Th17, los cuales producen IL-17; esta interleucina tiene mul-
tiples efectos inflamatorios, entre estos, inducir la secrecién
de otras citocinas, quimiocinas, de multiples linajes celulares
incluyendo células epiteliales y fibroblastos. Promueve la pro-
liferacién, la maduracién y el reclutamiento de neutréfilos a
través de multiples factores de crecimiento e IL-18, permite
el reclutamiento de células inflamatorias, como macréfagos y
otros linfocitos, asi como la liberacién de metaloproteinasas
que causan destruccién del tejido conectivo'??.

En pacientes con LES se ha documentado un aumento de
los conteos celulares de Th17, asi como de las concentraciones
plasmaticas de IL-17; sin embargo, no ha sido posible rela-
cionar los niveles de IL-17 con el nivel de actividad lupica,
indicando que esta interleucina esté constitutivamente y esta-
blemente producida en pacientes con LES independiente de
la actividad de la enfermedad'?®>. Aunque los pacientes con
LES tienen un aumento de la produccién de IL-17, el papel de
esta citocina en la patogénesis del lupus no se encuentra bien
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estudiado. La IL-17 puede inducir la produccién de multiples
mediadores inflamatorios de células inmunes y no inmunes
que pueden participar en la activacién de células inflamatorias
y en dafio tisular.

Conclusiones

La activacién del linfocito T es un proceso complejo con mul-
tiples componentes que se relacionan entre si; esta intricada
magquinaria que inicia por el reconocimiento entre el TCR y un
péptido montado sobre una molécula mayor de histocompati-
bilidad permite la activacién de la familia de cinasas SRC, FYN
y LCK, que fosforilan los residuos de tirosina de las secuencias
ITAM presentes en las cadenas del CD3. Estos dominios fosfo-
rilados permiten la incorporacién de ZAP-70, propagando de
esta forma la senal a través de la fosforilacién de la proteina
de anclaje LAT que diversifica la sefial reclutando nuevas cina-
sas. LAT propaga la senalizacién del TCR en 3 grandes vias
importantes, la cascada MAP cinasa a través de GRB2 y GRAP,
modificaciones en el citoesqueleto y liberacién de calcio como
segundo mediador por GADS. Estas distintas vias terminaran
en la activacién de multiples promotores que facilitaran la
sintesis de citocinas que actuaran como efectores de la res-
puesta linfocitaria. La regulacién de la activacién del linfocito
T es importante para finalizar la activacién y evitar estados de
anergia o autoinmunidad. Entre los componentes reguladores
de la activacién del linfocito T estd el correceptor CTLA-4, la
ubiquitinacién y degradacién de proteinas claves en la activa-
cién, el reclutamiento de SHIP1 por DOK1/2 y la activacién de
PTPN22. La alteracién en mecanismos de activacién y regula-
cién puede conllevar a procesos de autoinmunidad como el
LES, un desorden crénico con manifestaciones clinicas hete-
rogéneas. Se han descrito cambios clave, como alteraciones
en la fosforilacién o defectos en la expresién de las cadenas
{ del TCR, alteracién en la expresién en los subtipos de linfo-
citos predominando los linfocitos Th17 con una elevacién en
IL-17 o cambios en proteinas claves para la transduccién de la
senal, como el cambio de las cadenas ¢ del CD3 por FceRIy que
generaran sefiales aberrantes en la activacién linfocitaria.

Una vez conocido el mecanismo de activacién normal
del linfocito T, los mecanismos de senalizacién celular y la
regulacién de las vias de transmisién, podemos entender la
patogenia de la enfermedad autoinmune y la heterogeneidad
de las manifestaciones clinicas que la caracteriza. Adicio-
nalmente, dicho conocimiento nos ha permitido hacer uso
de elementos clave en sefnalizacién linfocitaria en busqueda
de herramientas diagnésticas con nuevos biomarcadores que
permitan hacer un seguimiento de la enfermedad, su activi-
dad y la investigacién de nuevas dianas terapéuticas.

Seleccién de la informacion

Para la realizacién de un articulo de revisién narrativo se
realizé la busqueda a través de la base de datos PubMed,
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AND autoimmunity”, “Lipid rafts AND T cell”. Se seleccionaron

articulos entre los afios 1945 hasta 2017, articulos en inglés y
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