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RESUMEN
Los avances en el conocimiento del proceso de sefalizacion en el linfocito T, asi como la

identificacion y caracterizacion de las moléculas que intervienen en dicho proceso, han
permitido comprender como el linfocito T decodifica sefales en la membrana para responder
como proliferacion, apoptosis, produccion de citocinas o con tolerancia a antigenos. Este
conjunto de conocimientos ha creado una plataforma muy soélida para el estudio de la disfuncion
celular linfocitaria que subyace en diversos estados patoldgicos, como por ejemplo: la vigilancia



contra el cancer, la susceptibilidad a infecciones, las inmunodeficiencias y la autoinmunidad.

INTRODUCCION

En los Ultimos afos han habido grandes avances en el conocimiento del proceso de sefalizacion
en el linfocito T que se dispara luego del acoplamiento del antigeno al complejo TCR/CD3. La
identificacion y caracterizacion de diversas moléculas que intervienen de manera clave en las
distintas fases de este proceso, ha aumentado nuestro entendimiento de cémo el linfocito T
decodifica seflales en la membrana para responder con proliferacion, apoptosis, produccion de
citocinas o con tolerancia a antigenos. La manipulacion de la expresidon de moléculas de
sefalizacion nativas o mutadas, mediante técnicas de ingenieria genética, ha permitido
identificar rutas biogquimicas criticas para el desarrollo ontogénico normal de la respuesta
inmunitaria y para el mantenimiento de una respuesta regulada en el linfocito T maduro.
Sabemos mas acerca de las principales moléculas que interaccionan, a ambos lados, en la
membrana del linfocito T y de la célula presentadora de antigeno, y de los diversos eslabones
moleculares que se enlazan a nivel post-receptor para construir una via de sefalizacion
bioguimica coordinada hasta el nucleo. Conocemos mejor la distribucion topografica en la
memlbrana de este conjunto de moléculas y su enlace con proteinas del citoesqueleto, creando
islas que incluyen, o excluyen, moléculas segun la respuesta deseada. Finalmente, sabemos que
la fosforilacion y defosforilacion en residuos de tirosina, serina o treonina de diversos sustratos, es
el lenguaje bioguimico que utiliza la célula para responder a comandos iniciales desde la
membrana. Este conjunto de conocimientos ha creado una plataforma muy sélida para el
estudio de la disfuncidn celular linfocitaria que subyace a estados patolégicos diversos, como por
ejemplo la vigilancia contra el cancer, la susceptibilidad a infecciones, las inmunodeficienciasy la
autoinmunidad.

LA RUTA RAS/RAF7MAPK EN LA SENALIZACION DEL LINFOCITO T
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Activacion de Ras

Ras pertenece a una familia de proteinas G peguefas con propiedad de GTPasas que interviene
con un papel muy importante en el proceso de activacion del linfocito T (1). Este grupo de
enzimas, que comprende ademas GTPasas de la familia Rho (involucradas en los procesos de
sefalizacion a través de receptores de factores de crecimiento), se caracteriza por activar
serina/treonina cinasas de la familia MAPK e interaccionar entre ellas en una "conversacion"
cruzada. Se pueden acoplar a multiples efectores cuesta abajo en la cascada de sefalizacion y
ser responsables de multiples salidas funcionales en la célula. Las proteinas inactivadoras de
GTPasas (GAPs) inducen la hidrolisis de GTP, favoreciendo el acoplamiento de GDP (que
determina una enzima inactiva). A su vez los intercambiadores de nucledtidos de guanina (GEFs)
favorecen el desplazamiento de GDP por GTP, induciendo la activacion de la enzima. Sos y Vav
parecen ser los principales GEFs en las células T.
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La activacion de Ras inducida a través de receptores de reconocimiento inmunitario requiere la
participacion de proteina tirosina cinasas (PTKs). Los inhibidores de PTKs pueden prevenir la
activacion de Ras (2,3). La expresion de una forma disregulada de Lck en lineas celulares de
timoma conduce a una activacion constitutiva de la via Ras/Raf/MAPK (4). El otro mecanismo
fundamental para la activaciéon de Ras es el sistema de las proteinas cinasa C (PKC). Los
activadores especificos de la PKC, como los ésteres del forbol, son capaces de activar
directamente a Ras, posiblemente mediante la inhibicion de Ras-GAP (5), efecto que no es
sensible a los inhibidores de PTKs y que por lo tanto representa una via directa de activacion de
esta molécula. Sin embargo, mediante experimentos expresando formas sobreactivadas de PKC,
se ha podido demostrar que PKC no actUa por debajo de Ras en la induccion de NFAT y AP-1 (5).
Ademas, en ausencia de estimulacion del sistema PKC el ligado del complejo TCR es capaz de
inducir directamente la activacion de Ras, efecto que es suprimido en presencia de Herbimicina
A, un inhibidor de PTKs (2). Estos datos sugieren que la activacién de Ras via TCR/CD3 ocurre a
través de una ruta independiente de la PKC e involucra la participacion de PTKs. Sin embargo, la
posible interconexidon de rutas PKC-dependientes y PKC-independientes en la activacion de Ras,
se pone de manifiesto en la observacion experimental de una disminucion en la activacion de
Ras inducida a través de la via TCR/CD3, en experimentos de deplecion sostenida de PKC (3).

Moléculas adaptadoras que intervienen en la activacion de Ras

Los mecanismos que acoplan el ligado del complejo TCR/CD3 con la activacion de Ras han
venido siendo delineados en afos recientes. Se han hecho grandes avances en el entendimiento
de la activacion de la célula T, con el descubrimiento de un grupo de moléculas adaptadoras
cruciales en el ensamblaje de esta cascada de sefalizacion (Figura ).
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Figura 1. Moléculas que enlazan la sefalizacion del complejo TCR/CD3 (acé solo representado por
el heterodimero zz ) con p21 Rasy el modulo de las MPKs.
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Shc (del inglés SH2-containing domain) es una proteina de 46-52-kDa, compuesta por un
dominio fosfotirosina de acoplamiento en su porcidn aminoterminal, un dominio central de
homologia con el colageno que contiene sitios que se fosforilan en tirosina luego del ligado del
TCR y un dominio de homologia src 2 (SH2) en su porcidon carboxiterminal, que le permite
acoplarse con alta afinidad a proteinas fosforiladas en tirosina, como las cadenas z del complejo
TCR. Luego del ligado del complejo TCR/CD3 se produce la fosforilacion en tirosina de los
dominios ITAM de las cadenas TCR z, lo cual permite el acoplamiento de Shc a través de su
dominio SH2. A su vez Shc se acopla a dominios SH2 de Grb2 a través de los sitios fosforilados en
tirosina Y239 vy Y313 de su dominio central, lo cual permite el acercamiento del TCR z al complejo
Shc:Grb2:Sos. Sos es una molécula intercambiadora de GDP por GTP, que interviene en la
activacion de Ras (7). De esta forma Shc es un eslabdén clave en las primeras fases de la
sefalizacién via TCR/CD3, al acoplar eventos de fosforilacion en tirosina con activacion de la ruta
Ras/Raf/MAPK en linfocitos T. La ausencia de este acoplamiento en modelos experimentales
mutantes de Shc (mutaciones en residuos de tirosina por fenilalanina) impiden la activacion de
ERKs, la induccion de apoptosis y la produccion de IL-2 en células T activadas a través de la via
TCR/CD3 (8).

Grb2

Grb2 (del inglés Growth factor receptor bound protein 2) es una proteina citosolica de 25-kDa,
formada por un dominio SH2 de aproximadamente 100 aminoacidos, y dos dominios SH3 cada
uno de 60 aminoacidos que le permite interactuar con secuencias ricas en prolina (9). A través de
su dominio SH3 Grb2 liga a Sos (del inglés Son of Sevenless) de manera constitutiva, ligado que
aumenta una vez que Sos es fosforilada en serina/treonina. Como se menciond anteriormente,
Sos y Vav son las dos proteinas intercambiadoras de nucledtidos que intervienen en la activacion
de Ras en linfocitos T. En el momento en que el complejo Shc:Grb2:Sos se acerca a la membrana
se activa Ras por intermedio de Sos. No estd claro si la activacion via TCR/CD3 induce cambios en
Sos que aceleran su actividad GEF (intercambiadora de nucledtidos) o simplemente que el
acoplamiento a la membrana acerca a Sos a su blanco natural es decir, la proteina Ras.

LAT

LAT (del inglés Linker for activation of T cells) es una proteina transmembrana de 36-38-kDa,
sustrato de varias PTKs y que permite el acoplamiento de eslabones claves en la cadena de
sefalizacion tales como Grb2, Sos, PLCg 1y fosfoinositol 3 cinasa (P13-K). La asociacion de LAT con
Grb2 ocurre a través del dominio SH2 de Grb2 (10). Esta asociacidon es mas estable que la de Shc
con Grb2, por lo cual ambas moléculas adaptadoras podrian competir por el acoplamiento del
complejo Grb2:Sos. Luego de la activaciéon a través del complejo TCR/CD3, LAT es fosforilada por
ZAP-70. La mutacion de dos residuos en tirosina de LAT conduce a una disminucion en la
asociacion con Grb2 y PI3-K, asi como en el acoplamiento y activacion de PLCg 1 (11). LAT también
acopla a c-Cbl, el producto de un proto-oncogen gque tiene funciones regulatorias negativas en la
sefalizacién via TCR/CD3 (12). Deficiencias en la expresion de LAT determinan una
hiperfosforilacion de Cbl por Fyn, lo cual induce un acoplamiento mas fuerte a una proteina
adaptadora (Crkl) y a un factor intercambiador de nucledtidos, C3G, llevando a la activacion de
Rap-1. Esta proteina G secuestra Raf-1 e impide su participacion cuesta abajo en la sefalizacion a
través de Ras (13). Por lo tanto, es posible que LAT cumpla una funcidon clave en acoplar ZAP-70
activada con la estimulacion de Ras, PLCg 1y PI3-Ken células T (1).



Otros adaptadores

TRIM (del inglés T cell receptor-interacting molecule) es un homodimero transmembrana que se
acopla a Grb2, la subunidad p85 de PI3-K y otras src cinasas. Al acoplarse a p85 posiblemente
cumpla una funcion anti-apoptdtica. SIT (del inglés SHP2-interacting transmembrane protein)
es una proteina de 196-kDa que se acopla a Grb2 y a otras src cinasas (revisado en 13).

Otras moléculas que participan en la activacién a través de la ruta Ras/Raf/MAPK
SLP-76

SLP-76 (del inglés SH2-domain-containing leukocyte protein of 76-kDa) es una proteina de 76-
kDa que se expresa sélo en células de origen hemopoyético, y que se acopla a dominios SH3 de
Crb2 a través de su region central rica en prolina (14). SLP-76 juega un papel muy importante en
el desarrollo ontogénico del linfocito T (15), en la activacion de PLCg 1y la movilizacion de calcio
intracelular (16) y en la induccidn de la actividad de transcripcion de NFAT y AP-1 (17,18). Estos
dltimos efectos sugieren que SLP-76 es necesaria para acoplar sefales a través de la ruta
Ras/Raf-1/MAPK. Mas recientemente se ha demostrado también un papel para SLP-76 en la
reorganizacion del citoesqueleto interactuando con Vav y la proteina adaptadora Nck (13).

Chbl

Cbl es una proteina de 120-kDa que se asocia al dominio SH3 de Grb2 y de las PTKs Fyn y Lck en
células T (12). En las células T en reposo Chbl se asocia a Grb2, compitiendo potencialmente con
Sos por el ligado a esa proteina. Luego de la activacion por la via TCR/CD3 se produce la
fosforilacion en tirosina de Cbl que conduce a un desacoplamiento de ambas moléculas,
facilitando la transmision de sefales hacia la ruta Ras/Raf/MAPK (revisado en 19). Lupher et al
demostraron que el dominio PTB (un dominio analogo al SH2) de Cbl reconocia una secuencia
de ZAP-70 activada (20). Como se menciond anteriormente esta molécula cumple un papel
regulatorio negativo de la sefalizacion a través de la via TCR/CD3. La sobreexpresion de Cbl trae
COMO consecuencia una inhibicion de la actividad transcripcional de AP-1 en células activadas
por la via TCR/CD3 (17). Timocitos deficientes en su expresion de Cbl afectan la contraregulacion
negativa de ZAP-70, debido a una fosforilacion mantenida de LAT y SLP-76 (21). Datos recientes
sugieren que adicionalmente Cbl puede cumplir un papel regulatorio negativo en la sefalizacion
via TCR/CD3 por inducir fenédmenos de ubicuitinacion de src cinasas (12).

Topografia de las moléculas sefalizadoras

En anos recientes se ha podido demostrar que las moléculas antes seflaladas asumen
distribuciones compartamentales en regiones de la membrana y del citoesqueleto, y que este
posicionamiento es fundamental para la transmision de sefales. Se ha demostrado la presencia
de dominios enriguecidos en glicolipidos de membrana (GEMs, del inglés Glycolipid-enriched
membrane domains) mediante técnicas de microscopia electrénica, microscopia confocal y
manipulaciones con detergentes. Su estudio afade una nueva dimension al entendimiento de
los procesos de sefalizacion postreceptor en el linfocito T. Diversas moléculas sefalizadoras
como las src cinasas Fyn y Lck, proteinas de la familia Ras y moléculas que participan en la
movilizacion de calcio, se agrupan en estas "balsas" ricas en esfingolipidos y colesterol en la
membrana del linfocito T. Por su parte, la molécula CD45, una tirosina fosfatasa de amplia
distribucion en la membrana del linfocito T queda excluida de las "balsas" luego del ligado del



TCR/CD3, mientras que las cadenas TCR z fosforiladas en tirosina se acumulan en ellas (22). La
estimulacion via TCR/CD3 permite la migracion de esfingomielina y glicolipidos al sitio de
acoplamiento del TCR/CD3 con las moléculas coestimuladoras, creando un plano membranal
mas rigido, con una mayor capacidad de asociacion lateral y en general permitiendo la
concentracion de las moléculas de sefalizacidn en un area mas restringida. Una consecuencia
del establecimiento de estas balsas es el entrecruzamiento de filamentos de G y F actina en el
citoesqueleto, lo cual contribuye a su vez al afianzamiento de esta zona de comunicacion
intermolecular (Figura 2). Ademas, luego del ligado del TCR/CD3, la molécula CD48 (una
glicosilfosfatidilinositol proteina) se asocia a Fyn y Lck en las "balsas" y potencia la activacion de
ERK-2 (23). Por el contrario, las moléculas CD45 (con capacidad regulatoria dual de las src
cinasas) quedan excluidas para permitir una sefalizacion ininterrumpida (Figura 2).

CD43

@
G
1§ S '§ Estimulacién via
TCR/CD3



CD43

cp4s 'CRcpas

CD45 1 Lk
G-actinaﬁ:g‘ T,:g ﬂ‘ﬁ:{‘% }j:gG-actlna
%0 % %ﬂ @

% V0 Po0e © F-actina

Figura 2. Se muestra la membrana de un linfocito T en reposo (a) y luego del ligado del antigeno
(b). La activacion del linfocito T, luego del ligado del antigeno, induce una reorganizacion a nivel
de la membrana mediante la conformacion de una zona fisicamente mMmas estable, rica en
glicolipidos, donde las moléculas que se agrupan interaccionan de manera mas directa. A su vez,
estas "balsas" excluyen proteinas con capacidad inhibitoria de la respuesta, como la tirosina
fosfatasa CD45 (b).

MAPKs

Estudios recientes han aportado una informacion muy valiosa de como se enlaza la sefalizacion
desde el complejo TCR/CD3 hasta el sistema de las MAPK (del inglés Mitogen Activated Protein
Kinases (revisado en 24). Estas enzimas representan un sistema de serina-treonina proteina
cinasas muy conservado filogenéticamente y de amplia expresion en distintos tipos celulares.
Las sefales transmitidas a través de esta ruta son indispensables para respuestas distales criticas
en la biologia de cualquier célula. Esta familia de cinasas comprende por lo menos tres grandes
grupos, las cinasas reguladas por sefales extracelulares (ERKs, de Extracellular signal-regulated
kinases), las relacionadas con el proto-oncogen c-Jun (INK, de c-Jun-related kinases), y las p38
cinasas. La estimulacion a través de la via TCR/CD3 induce activacion de las ERKs, por una ruta
que involucra Ras/Raf, mientras que la activacion de INKs requiere la participacion de la
molécula coestimulatoria CD28. La activacidon de las ERKs requiere la participacion de la PKC,
posiblemente por el potencial que tiene esta Ultima de activar Raf directamente. Sin embargo,
como se sefald anteriormente, una activacion completa de Ras/Raf/MAPK solo es posible
mediante la participacion conjunta y coordinada de sefales provenientes del complejo TCR/CD3
y de la activacion de PKC. Aproximadamente a los 2-3 minutos de estimulacion, Raf-1 se fosforila
intensamente y luego se activa, siendo primero reclutada a la membrana mediante la unidn a
través de su porcion amino-terminal a Ras (24). Es posible que PKC sea el principal sistema



enzimatico encargado de fosforilar a Raf-1, aungue tambien se ha demostrado que Lck induce la
fosforilacion en tirosina de esa molécula (25).

Luego de activadas Ras y Raf en forma secuencial, se activan MEK] y MEK2, dos cinasas
responsables de la doble fosforilacion en treonina-tirosina de ERK-1y ERK-2 y que conduce a su
subsecuente activacion. Raf-1 induce fosforilacion en los residuos de serina 218 y 222 de MEK-]
(26). MEK-1y MEK-2 son altamente especificas para la activacion cuesta abajo de ERK-1y ERK-2.
Las cinasas MEK fosforilan en forma secuencial la tirosina 185 y la treonina 183 en ERK-2 (27). Las
ERKs son serina-treonina cinasas con propension a fosforilar estos residuos cuando estan vecinos
a prolina. Dentro de los sustratos que son activados por ERKs estan c-Jun, c-Fos (ambos
constituyentes del heterodimero AP-1), c-Myc, c-Myb vy Elk-1. En la Figura 3 se muestra un
experimento representativo de la doble fosforilacion de ERK-1y ERK-2 en linfocitos T activados in
vitro PMA.
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Figura 3. Fosforilacion de MAPK ERK-1y ERK-2 inducida por la estimulacién con PMA. El panel A
muestra las moléculas ERK-1y ERK-2 doble fosforiladas en residuos de tirosina y treonina en el

lisado de 2.5 x 10° linfocitos T de un control sano y un paciente con LES estimulados con 10 ng/ml
de PMA El panel B muestra la cantidad total de proteina ERK-1y ERK-2 en los mismos lisados.

El sistema MEK/ERK parece ser critico para la seleccion positiva intratimica, como se ha podido
demostrar en modelos transgénicos que sobreexpresan una forma cataliticamente inactiva de
estas enzimas (28). La activacién del moédulo que comprende Ras/Raf/ERKs es necesaria para la
translocacion y activacion de AP-1 (1), un factor trans-activador que interviene en la regulacion de
la expresion del gen para IL-2 y de otras citocinas. Igualmente esta via interviene en la activacion
de los factores trans-activadores NFAT, AP-3 y NFkB. La activacion de AP-1 a través de Ras/Raf es
necesaria para la expresion del gen de la molécula CD69 (29), la cadena a del receptor para IL-2
(IL-2R) (30) y para la transcripcion del gen de la cadena b del heterodimero TCR (31).

SEAOLIZACION DEL LINFOCITO T EN EL LUPUS

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune de etiologia multifactorial,
gue constituye un modelo inmunopatoldgico prototipico de enfermedad autoinmune sistémica,
y gue ocurre por un disturbio grave en los mecanismos que controlan la tolerancia a
autoantigenos. La interaccidon de genes de susceptibilidad a la enfermedad con diversos factores
ambientales enddgenos y exdgenos, rompe el delicado equilibrio que impide gque numerosas
clonas linfocitarias potencialmente autoreactivas, respondan a antigenos propios. El dafo tisular
y la falla de érganos ocurren como consecuencia del proceso inflamatorio crénico. El estudio
inmunohistoldgico de los tejidos afectados ha permitido identificar las diversas subpoblaciones



linfocitarias que participan activamente en el proceso inflamatorio en el LES y otras
enfermedades autoinmunes. Se pueden encontrar linfocitos T, linfocitos B, células NK y células
dendriticas, expresando marcadores de activaciéon en sus membranas, en los infiltrados
inflamatorios presentes en los tejidos afectados. La presencia de un numero significativo de
linfocitos T en piel (32) y rindn (33) de pacientes con LES sugieren un papel protagdnico de esta
subpoblacion en el dafo tisular en esta enfermedad. Igualmente, la produccion de
autoanticuerpos patogénicos, especialmente los anticuerpos anti-ADN de doble cadena,
requiere la participacion activa de células T cooperadoras especificas (34). Por otra parte
manipulaciones terapeuticas experimentales, incluyendo la ablacion selectiva de subpoblaciones
linfocitarias, han demostrado la contribucidn central del linfocito T en el dano tisular en modelos
muridos de la enfermedad. Por Ultimo, muchos procedimientos terapedticos de uso en
pacientes con LES estan basados en el control de la actividad del linfocito T.

Diversos grupos, incluyendo el nuestro, han comenzado el estudio de la seflalizacion del linfocito
T en pacientes con LES luego del ligado del complejo TCR/CD3 (revisado en 39,40). Nuestra
hipdtesis central plantea que alteraciones en la sefalizacion post-receptor del linfocito T son
responsables de la ruptura del estado de anergia de las clonas autoreactivas sobrevivientes a la
seleccion timica. Alguna de las posibles consecuencias de una sefalizacion anormal luego del
ligado del complejo TCR/CD3 en el linfocito autoreactivo podrian ser: 1. Pérdida del estado de
anergia al encontrar autoantigenos, 2. Pérdida de la capacidad de sufrir apoptosis al ligar
autoantigenos. 3. Pérdida de la capacidad de respuestas balanceadas en intensidad y tiempo por
parte de linfocitos regulatorios de las clonas autoreactivas y 4. Pérdida en el control de la
expresion de citocinas, con desviaciones potencialmente patogénicas en los fenotipos Th1/Th2.

En la Tabla 1 se muestran algunos resultados de las investigaciones sobre sefalizacion del
linfocito T de pacientes con LES. El grupo pionero en estas investigaciones es el del Dr. Gary
Kammer (Winston-Salem, NC, Estados Unidos), quien demostré anormalidades en la activacion
del sistema de las proteina cinasas A, respondedoras a AMP ciclico, en linfocitos T de pacientes
con LES (41). Nosotros (42) y Liossis et al (43) demostramos la presencia de patrones anormales
de fosforilacion en tirosina de diversos substratos. Este es el evento bioquimico mas temprano
que ocurre luego del ligado del complejo TCR/CD3 (44) y es critico para la activacién coordinada
de diversos pasos bioquimicos adicionales cuesta abajo en la cascada, tales como la activacion
de la enzima PLCg 1, la movilizacion de calcio intracelular y la activacion del sistema Ras/Raf/ERK.

Ademas, pudimos demostrar una activacion aumentada de la enzima Fyn (45) (acoplada
constitutivamente a las cadenas z del complejo TCR/CD3), que junto a Lck (acoplada
constitutivamente a la molécula CD4) constituyen las dos src cinasas mas importantes en los
pasos tempranos de sefalizacion luego del ligado del receptor en la membrana de la célula T.
Por dltimo, nuestro laboratorio (46) y otros grupos (43,47) han demostrado una disminuciéon en la
expresion de la cadena z del complejo TCR/CD3, la que podria ser responsable de alguna de las
alteraciones arriba seflaladas, toda vez que dichas cadenas son fundamentales para el anclaje de
ciertas moléculas criticas en la regulacion de las fases mas tempranas de la sefalizacion como
son Fyn, ZAP-70, y Shc/Grb2, entre otras.

En base de los resultados arriba presentados podria concluirse que los linfocitos T de pacientes
con LES muestran anormalidades en eventos tempranos de sefalizacion posterior al ligado del
complejo receptor TCR/CD3, especialmente en relacién a eventos de fosforilacion en tirosina y
posiblemente de acoplamiento de otras moleculas que sefalizan cuesta abajo. Dado que la



fosforilacion en tirosina, inducida por PTKs de la familia src (Fyn y Lck) y de la familia syk (ZAP-70),
resulta imprescindible para enlazar moléculas que permitan una sefalizacion efectiva corriente
abajo, es presumible que dichas alteraciones puedan a su vez interferir con el acoplamiento de
seflales hacia vias criticas mas distales, como la activacion de PLCg 1y la activacion de la via
Ras/Raf/MAPK. Estudios recientes sefalan la importancia de esta Ultima en el mantenimiento de
la anergia en linfocitos T antigeno especificos (48,49). La tolerancia de las clonas autoreactivas es
mantenida gracias a un blogqueo en la activacion de la proteina Ras y a la consecuente
deficiencia en la activacion del factor de transcripcion AP-1 (48,49). Se desprende entonces la
importancia de examinar estas vias en linfocitos T de pacientes con enfermedades autoinmunes,
para entender como podria ocurrir una pérdida en la capacidad de las clonas autoreactivas de
mantener su estado tolerante a antigenos propios.

A pesar de la importancia de la ruta Ras/Raf/ERK en el mantenimiento de la anergia, hay muy
poca informacion acerca del estado de esa ruta en linfocitos T de animales o pacientes con
enfermedades autoinmunes. Anormalidades en los eventos proximales de sefializacion luego del
ligado del complejo TCR/CD3 pueden alterar las rutas que conducen a la activacion de Ras y de
las MAPKs. En ratones no obesos con diabetes autoinmune se ha demostrado que luego de la
activacion a través del receptor TCR/CD3 hay un secuestro de mSos y de PLC-g 1 que impide su
acoplamiento al complejo Grb2/LAT/ZAP-70 (50). En este estudio se demostré que defectos en
eventos tempranos de fosforilacion en tirosina y en el redireccionamiento del complejo
GCrb2/LAT/ZAP-70 a la membrana y al citoesqueleto, con exclusion de Sos de éste Ultimo,
determinaban el bloqueo de la activacion de Ras. El defecto en la activacion del linfocito T en

estos animales podria alterar la funcion de la subpoblacion de células CD4" del fenotipo Th2, las

cuales serfan necesarias para regular la expansion y actividad de los linfocitos CD4" Thl,
responsables del daflo autoinmune en este modelo (51). Liang et al mostraron defectos en la
activacion del sistema MAPK inducida por PMA vy un ionéforo de calcio, en linfocitos T doble

negativos (CD4 CD8), procedentes de ratones lUpicos de la cepa MRL-Ipr/lpr (52). Rapoport et al
reportaron recientemente niveles normales de Ras y disminucion en la expresion de Sos en
células mononucleares de sangre periférica de diez pacientes con LES, cuya enfermedad estaba
inactiva al momento del estudio (53). En ese estudio no se discrimind la cantidad de esta
molécula en linfocitos T en particular, ni se examind la capacidad de activacion de Ras o del
sistema MAPK. Hasta donde salbbemos este es el Unico estudio en linfocitos de pacientes con LES,
donde se han estudiado moléculas relevantes a la ruta Ras/Raf-1/MAPK, sin embargo, por lo
arriba comentado sus resultados deben ser considerados preliminares. Nuestros datos sugieren
una expresion normal de Grb2, Shc, SLP-76 y Sos en linfocitos T en reposo de pacientes con LES
(54).

Nuestro laboratorio estd estudiando la capacidad de respuesta del sistema Ras/Raf/ERK a la
estimulacion via TCR/CD3 en linfocitos T de pacientes con LES y examinado la relevancia de las
alteraciones en eventos mas tempranos de sefalizacion observadas en esta enfermedad. Un
mayor entendimiento de las alteraciones que subyacen la pérdida de la capacidad de tolerancia
en esta critica subpoblacion celular podria crear las bases para manipulaciones terapeuticas mas
selectivas y por tanto mas eficaces y menos toxicas que las disponibles en la actualidad.
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