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RESUMEN

El receptor tipo Il de TGFB (TPRIII) es un co-receptor que une con alta afinidad a
miembros de la superfamilia del TGFB como son los TGF@s, las BMPs y las inhibinas
potenciando asi sus funciones en diversos tipos celulares. TGFB (1-3), BMP2/4 e
inhibinas (A y B) regulan importantes puntos de control en la diferenciacion de linfocitos T.
Ademas, la funcion de ciertos miembros de la superfamilia del TGFB como son BMPs
puede ser regulada por las sefales inducidas a través del receptor de célula T (TCR).
Aunque TRRIII esta expresado en células hematopoyéticas, el papel de este co-receptor
en el sistema inmune ha sido pobremente caracterizado. En el presente trabajo, se
caracterizd la expresion de TBRIIl en el timo, siendo esta expresion diferencial en los
timocitos en desarrollo. El bloqueo y la ausencia de TBRIIl induce un retraso en la
transicion DN-DP durante el desarrollo in vitro de linfocitos T, mostrando el mismo patrén
de alteraciéon anteriormente descrito en timos deficientes de inhibinas, lo cual sugiere que
ambos componentes podrian funcionar como un par molecular en el control del desarrollo
de timocitos. Ademas, la deficiencia de TBRIIl en timos fetales repercute en una
disminucion significativa de los numeros absolutos de timocitos, la cual es debida a un
incremento en los niveles de apoptosis. El analisis de las poblaciones de células T
periféricas muestra que TRRIIl estd mayormente expresado en células T CD4". En
condiciones de homeostasis, las células T “naive” presentan mas TBRIIl en superficie en
comparacion a las poblaciones de memoria central y memoria/efectora. El analisis de la
activacion de linfocitos T in vitro mediante entrecruzamiento de los complejos TCR/CD28
muestra una expresion temprana de TBRIIl y una correlacién con la adquisicion de los
marcadores de activacion CD25 y CD44. Por otro lado, TRRIIl parece no expresarse en
células T reguladoras “naturales” Foxp3®, mientras que las células T reguladoras
generadas in vitro por la sefial de TGFB presentan una expresion de TERIIl incrementada.
Finalmente, el empleo de la forma soluble de TBRIII (TRRIIIs) reduce la generacion de
células T reguladoras in vitro. Este hallazgo sugiere el uso potencial de TBRIII in vivo, por
ejemplo en modelos de tumores, donde se requiere controlar el numero de células T

reguladoras y aumentar la respuesta inmune especifica hacia células cancerigenas.
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l.I Sistema Inmune

El sistema inmune es una red de células y moléculas con funciones especializadas
en la defensa hacia infecciones basada en la capacidad de distinguir entre
antigenos propios y no propios. El sistema inmune se clasifica en dos tipos
diferentes de respuestas: la respuesta innata y la adaptativa. Ambos tipos de
respuestas innata y adaptativa trabajan juntas con el fin de montar una respuesta

inmune efectiva hacia agentes ajenos a nuestro organismo.

l.L.I Inmunidad innata

Una caracteristica fundamental de la respuesta inmune innata es que ésta occurre
en la misma intensidad independientemente del numero de veces en que un
agente infeccioso es encontrado. Todos los mecanismos moleculares de esta
respuesta constituyen la primera barrera de defensa frente a agentes extrafios. La
respuesta innata se compone de células fagociticas (neutréfilos, monocitos, y
macréfagos), de células especializadas en liberar mediadores inflamatorios
(basofilos, células cébadas y eosindfilos) y células encargadas de la induccién de
apoptosis de manera selectiva de células infectadas o transformadas como son las
NK (“Natural Killer’). Los componentes moleculares de la respuesta innata
incluyen el complemento, proteinas de fase aguda, citocinas y ciertos interferones.
A diferencia de la inmunidad adaptativa, la respuesta innata se desencadena con
el reconocimiento de un limitado numero de estructuras ¢ patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) asi como aquellos asociados a dafio (DAMPs).
Este reconocimiento esta mediado por el sistema de receptores de reconocimiento
de patrones (PRRs), el cual es altamente conservado en la evolucion y se
caracteriza por desencadenar una variedad de mecanismos moleculares vy

respuestas dependiendo del PRR activado (1).
En conjunto, la activacion de los receptores de la inmunidad innata como son por

ejemplo los TLRs (Toll-like receptors), no solo desencadenan mecanismos

efectores de ataque hacia el agente infeccioso sino incluso inducen la fagocitosis,
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procesamiento y presentacion de péptidos derivados de antigenos ajenos al
organismo. Esta ultima funcion induce la activacion y diferenciacion de linfocitos
generandose respuestas especificas cuando son requeridas. Las células que son
capaces de realizar la presentacién antigenica de manera especializada son las
células dendriticas y en menor grado macréfagos y linfocitos B. La células
dendriticas en particular desempefan un papel crucial en el establecimiento de la
inmunidad adaptativa, induciendo tolerancia ¢ la inmunidad especifica hacia

antigenos (1).

L.LII Inmunidad adaptativa

A diferencia de la respuesta innata, la inmunidad adaptativa es antigeno especifica
y presenta la propiedad de generar una memoria inmunoldégica, lo que promueve
que la respuesta montada sea mas eficaz y rapida en presencia de un segundo
reto antigénico. A la luz de la teoria de la seleccion clonal de Burnett (2), el
concepto de la inmunidad adaptativa se sustenta en la generacion en cada
individuo de un largo repertorio de receptores con gran diversidad en especificidad
y una expansion selectiva de clonas con receptores especificos hacia antigenos.
Esta propiedad permite que cada individuo posea un unico repertorio de
receptores inmunes con especificidad unica dependiendo de su historia de vida.
De tal manera, que la experiencia inmunoldgica obtenida por un individuo, es
decir, la seleccidbn de receptores especificos determinado por los tipos de
antigenos experimentados, no puede ser heredable y por lo tanto tampoco sujeta

a evolucionar.

En la escala evolutiva, desde vertebrados mandibulados como tiburones hasta
humanos, los receptores para antigenos de celulas T y B (TCR y BCR
respectivamente) son codificados como segmentos génicos, los cuales son sujetos
al rearreglo genético mediante la recombinacion llevada a cabo por las proteinas
RAG1 y 2, las cuales también son indicadoras de la emergencia en la evolucion de

la inmunidad adaptativa (3, 1).
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La inmunidad adaptativa comprende a la inmunidad humoral, o mediada por
anticuerpos, y a la inmunidad mediada por células. Ambos tipos de respuesta se
llevan a cabo mediante un amplio repertorio de receptores altamente especificos,
los cuales se originan por una serie de eventos de recombinacion genética durante
los estados tempranos de desarrollo de los linfocitos B y T, lo cual ocurre en la
meédula 6sea y en el timo, respectivamente.

La inmunidad humoral esta mediada por linfocitos B, células especializadas
en la produccion de anticuerpos. De manera general los anticuerpos estan
conformados por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas unidas
covalentemente, y presentan una regidn de reconocimiento especifico hacia
antigenos. En vertebrados superiores existen 5 clases de anticuerpos: IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM. La diversificacion en nuevos isotipos de anticuerpos de BCRs
rearreglados previamente en médula 6sea es generada por conversion geénica,
recombinacion de cambio de isotipo e hipermutacién somatica, procesos que
ocurren en organos linfoides periféricos (1, 4).

La union de los anticuerpos al patdbgeno, denominada opsonizacion, facilita
la fagocitosis mediada por macréfagos y neutrdfilos. Los anticuerpos pueden ser
reconocidos directamente o mediante el sistema de complemento. De manera
paralela, anticuerpos como la IgE estan involucrados en la regulacion de diversos

procesos inflamatorios que se presentan en reacciones alérgicas como el asma

(4).

La inmunidad adaptativa mediada por células es llevada a cabo por los linfocitos T.
Los linfocitos T se caracterizan por presentar en su superficie un receptor de
célula T denominado TCR (T cell receptor). El TCR en un heterodimero
compuesto por cadenas off 0 yd. Existen dos tipos de linfocitos T aff definidos por
la expresion del co-receptor CD4 o CD8: los linfocitos T CD4" o ayudadores (Th) y
los linfocitos T CD8" o citotoxicos (4). Por otro lado, también existen linfocitos que
expresan un TCR compuesto de cadenas v, los cuales tienen particularidad de
ser capaces de reconocer antigenos no proteicos, tales como glicolipidos

presentados por moléculas de MHC no convencionales como CD1 (5).
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Como regla general, los linfocitos T CD4" mediante su TCR reconocen antigenos
acoplados en moléculas de MHC-II (Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo
Il), mientras que los linfocitos T CD8" reconocen antigenos acoplados en
moléculas de MHC-I. Ambos linfocitos T desencadenan respuestas altamente
especificas hacia antigenos no propios, propiedad obtenida mediante los procesos
de seleccion en el timo (6). A diferencia de los linfocitos T CD8", los linfocitos T
CD4" mantienen una amplia red de regulacion inmune mediante la secrecion de
moléculas solubles que actuan sobre otros tipos celulares durante la polarizacion
de la respuesta inmune. De manera interesante, esta subpoblacion tiene la
caracteristica de poseer una alta plasticidad funcional (7, 8). Las células T CD4"
pueden diferenciarse en las clasicas Th1 y Th2, y recientemente en Th17, en
células T ayudadoras “helper” foliculares (Tfh), en células T reguladoras naturales

(nTreg) e inducibles (iTreg) Foxp3™ , en células Tr1, Th3 y en células Th9 (tabla 1).

La células Th1 se caracterizan por la produccién de IFNy y estan involucrados en
la inmunidad contra patdgenos intracelulares. La polarizacion Th1 requiere de la
influencia de la citocina IL-12 secretada por células de la inmunidad innata y de
IFN-y producido por NKs y células T, las cuales programan la diferenciacion hacia
Th1 mediante la activacion de Stat4, Stat1 y el factor de transcripcion T-bet (4). En
el caso de una respuesta Th2, las células Th2 producen IL-4, IL-5 e IL-13 y son
requeridas en la inmunidad humoral para controlar patégenos como helmintos y
otros organismos extracelulares. La diferenciacion de células Th2 requiere de las
sefiales de IL-4 mediadas por Stat6 y la activacion de GATA3 (4). Las células Th3
producen especificamente TGF3 y estan relacionadas con el establecimiento de la
tolerancia oral, la produccion de anticuerpos IgA y suprimen respuestas de tipo
Th1 y Th2. La diferenciacion in vitro de estas células requiere de las sefiales de
TGFB, IL-4, IL-10 y el bloqueo de las sefiales inducidas por IL-12 (9).
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Seiales .
Marcadores en . Moléculas .
_ requeridas/factores Funciones
superficie c . secretadas
de transcripcion
Proteccion hacia
Th1 IL-12R, IFNVR, T-bet, STAT4, STAT1 IFNy, IL-2, LTa patégenos
CXCR3 ;
intracelulares
Induccion de
respuestas
IL-4R, IL-33R, GATA3, STATS, IL-4, IL-5, IL-13, | humorales y
Th2 CCR4, IL-17RB,
DEC2, MAF IL-10 defensa contra
CRTH2 )
parasitos
extracelulares.
Promueve
produccion de IgA
Th3 Desconocidos TGFB, IL-4, IL-10 TGFB y suprime
respuestas Th1y
Th2. Involucrada
en tolerancia oral.
Defensa contra
parasitos
Th9 Desconocidos PU.1, IRF4 IL-9, IL-10, IL-4 extracelulares
principalmente
nematodos.
Inmunidad contra
IL-17A, IL-17F, patdégenos
Th17 IL-23R, CCR6, IL- | poRyt, STAT3,RORa |  IL-21,1L-22, | extracelulares y
1R,
CCL20 hongos en
mucosas.
CXCR5, SLAM, Promueven
OX40L, CD40L, proteccién
Tfh ICOS, IL-21R, BCL-6, STAT3 IL-21 inmediata bajo
PD1 reto antigenico
Tr1 Desconocidos Immunosupresion
TGFB, IL-27 IL-10 mediada por IL-
10.
FOXP3, FOXO1, Promueven
. + CD25, CTLA4, FOXO3, STATS5, immunosupresion
iTregs Foxp3 GITR, CD5 SMAD2, SMAD3, IL-10, TGFB | | respuestas
SMAD4 tolerogénicas
Promueven
nTregs Foxp3® | CD25, CTLA4, FOXP3, STATS, IL-10, TGFB, IL- | T oo b esion
GITR, CD5 FOXO1, FOXO3 35 y respues
tolerogénicas

Tabla 1. Especializacion de células T CD4" periféricas en la induccién y/o control de una

respuesta inmune. Informacion  obtenida de la  revista Nature Reviews of Immunology

(http://www.nature.com/nri/posters/tcellsubsets/index.html) y enriquecida con cada una de las citas referidas en el texto.

Las células Th17 se caracterizan por producir IL-17A, IL-17F e IL-22, las cuales
juegan un papel importante en la eliminacion de bacterias extracelulares y hongos,
especialmente en mucosas. La diferenciacion hacia el fenotipo Th17 requiere de la
activacion del factor de transcripcion RORyt, el cual es inducido por TGFB en

combinaciéon con citocinas proinflamatorias IL-6, IL-21 e IL-23 (10, 11). Otro
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fenotipo Th son las células Tfh, las cuales regulan la maduracién de las
respuestas de células B induciendo una proteccion inmediata tras un reto

antigenico. La diferenciacion de estas células requiere de la citocina IL-21(12).

Existen ocasiones donde se dan respuestas aberrrantes y/o exacerbadas lo que
da lugar a respuestas autoinmunes especificas a érganos como es en el caso de
respuestas Th1 y Th17, mientras que una respuesta crénica de Th2 puede dar
lugar a alergias y asma. Recientemente, se ha descrito una nueva poblacion de
células Th denominadas Th9 caracterizadas por expresar altas cantidades de IL-9
e IL-10. Estas células son generadas con la activacion mediada por células
presentadoras de antigenos y en presencia de TGFf e IL-4 (13). Aunque se ha
asociado a las células Th9 en dirigir patologia como asma alérgica y
enfermedades inflamatorias intestinales, hasta la fecha todavia es necesaria un

mayor esclarecimiento acerca del papel de estas células en estas condiciones (13).

Existen subpoblaciones de células T CD4" conocidas como células T reguladoras
que presentan un papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis del
sistema inmune, regulando las respuestas efectoras y previniendo la potencialidad
de estas a desencadenar efectos patdgenicos mediante distintos mecanismos (14,
15). Las células T reguladoras son conocidas por expresar el factor de
transcripcion Foxp3, el cual juega un papel critico en la especificacion y
mantenimiento de un fenotipo regulador (16). Existen dos tipos principales de
células T reguladoras Foxp3™: las células T reguladoras naturales CD4'CD25"
(nTreg) que surgen del timo y aquellas inducidas en periféria por la sefial de
TGFB1 (iTreg) (17, 18). Ambos tipos de células Treg Foxp3® mantienen la
tolerancia periférica mediante el empleo de una diversidad de mecanismos como
la produccion de citocinas inhibidoras, induccion de citolisis, disrupcion metabdlica

y regulacion de la maduracion y funcion de células dendriticas (14, 15).

Una de las similitudes entre células Th17 y iTregs es la dependencia en su
diferenciacion de las senales de TGFB1. Evidencia acumulada sugiere que las
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iTregs y células Th17 presentan una alta plasticidad entre estas, debido a la
inestablidad en expresion de Foxp3 por las iTreg o de IL-17 por las células Th17,
lo cual se relaciona a una gran flexibilidad en sus opciones de diferenciacion (19).
Esta flexibilidad se ha descrito que puede ser explicada por cambios epigenéticos
que influyen en los programas de expresion génica durante la polarizacion vy

expansion de células T CD4" (20).

I. Il. Ontogenia de linfocitos T

La generacion de células T auto tolerantes en vertebrados es llevada a cabo en el
timo, el cual es un 6rgano bilobulado localizado en un compartimento central de la
cavidad toraxica, en la parte superior al corazon y por detras del esternon.
Estudios de desarrollo embrionario han demostrado que el timo tiene un origen en
comun con las glandulas paratiroides y tiroides, todos ellos derivados del tubo
intestinal endodermal (21, 22). En ratén, el primordio timico se genera a partir del
tercer saco faringeo endodérmico entre los dias embrionarios E10.5 y 11.5 y
requiere de la accidén coordinada de los factores de transcripcion Hoxa3, Pax1,
Ella 1, Pax 9 y six 1 que participan en el posicionamiento, iniciacién y
diferenciacion del primordio timico (21). El primordio timico totalmente
indiferenciado alberga a progenitores timicos epiteliales (K5", K8", MTS20" y
MTS24") que entran al primordio a través de la region corticomedular con el fin de
diferenciarse a células epiteliales de corteza y médula (21, 22). Se ha establecido
que el factor de transcripcion Foxn1 es el responsable de este proceso debido a
que la deficiencia de este factor en ratdn repercute en un bloqueo de la generacién
de células epiteliales timicas afectando asi la diferenciacion de células T (23-25).
Ademas, se ha observado que la definicion anatomica de la médula y la corteza
requiere de forma esencial de la interaccion bidireccional entre células epiteliales

timicas inmaduras y de los timocitos en desarrollo (26-28).
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Estructuralmente el timo se caracteriza por dos tejidos: un tejido de naturaleza
linfoide y un tejido estromal. Ademas el timo comprende regiones anatomicas bien
diferenciadas; la médula constituida por timocitos, células epiteliales medulares,
macroéfagos y células dendriticas, y una region externa, denominada corteza, que
alberga a timocitos inmaduros que requieren de la interaccion con células

epiteliales corticales para su desarrollo (figura 1).

L.IL.l. Proceso de desarrollo

En el timo adulto, las distintas etapas en diferenciacion de los timocitos pueden ser
identificadas con base a la expresion de los co-receptores CD4 y CD8: dobles
negativos o DN (CD4°CD8"), dobles positivos o DP (CD4"CD8") y simples positivos
o SP (CD4" o CD8"). Los timocitos dobles negativos a su vez se pueden dividir
con base a la expresion de los marcadores CD44 y CD25 en las subpoblaciones
DN1 (CD44°CD257), DN2 (CD44"CD25"), DN3 (CD44°CD25") y DN4 (CD44 CD25
) (figura 1). Dentro de la subpoblacion DN1 se encuentran progenitores que
presentan la capacidad de generar poblaciones de linfocitos a/ y y/d, células
dendriticas y células naturales asesinas (NKs). Por ultimo estos progenitores
presentan la potencialidad de generar células de linaje mieloide y hacia linfocitos
B(29).
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Figura 1. Desarrollo de linfocitos T en el timo. El desarrollo de células T inicia con la entrada de precursores

al timo por la vénula del alto endotelio (HEV), posteriormente ocurren una serie de estadios celulares identificados por la
expresion de los marcadores CD4 y CD8 (DN: CD4'CD8’, DP: CD4°CD8", y SP: CD4" o CD8"). El timo presenta 2 regiones
especializadas denominadas corteza y médula. En el timo ocurren los procesos de seleccion positiva, negativa y muerte
por negligencia, todos ellos consecuencia de la presentacién de péptidos enddgenos en contexto de un tipo de MHC a los
TCR recién formados por recombinaciéon genética. TEC: Célula Epitelial Timica; MEC: Célula Epitelial Medular. (Imagen

cortesia de Soldevila ).

LILIl. Reclutamiento de progenitores al timo y diferenciacion temprana.

El desarrollo de timocitos inicia con la entrada de progenitores (Lin"Sca1*c-Kit")
provenientes de la médula osea por medio de la vénulas localizadas en la region
cortico-medular. Se ha descrito que distintos subpoblaciones de progenitores
tienen la potencialidad de diferenciarse al linaje T, sin embargo, se ha propuesto
que los principales progenitores reclutados al timo son: progenitores multipotentes
FIt3" (LMPPs, lymphoid primed-multipotent progenitors) que expresan el gen de
activacion de la recombinacion (RAG) y progenitores linfoides comunes (CLPs,
Common lymphoid progenitors) (6, 30, 31). Sin embargo, el reclutamiento o

“‘homing” de estos depende de la expresion de varias moléculas en su superficie,
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dentro de los que destacan los receptores de quimiocinas CCR7 (expresado por
algunos LPMPPs y altamente expresados en CLPs), CCR9 (expresado por una
subpoblacion de LMPPs y CLPs) vy el ligando 1 de la glicoproteina P-selectina
(PSGL1) (expresado por todos los progenitores) (32-34). Otros receptores que
contribuyen a este “homing” al timo son CXCR4, CCR5 vy el receptor 2 tipo B de
efrinas (EPHB2) (35-37).

LILII. Diferenciacién en el timo.

Una vez dentro del timo, los progenitores inician su diferenciacion y eventualmente
el compromiso de manera irreversible al linaje T. Estos progenitores migran como
timocitos dobles negativos a la region subcapsular y luego entran a la corteza
externa donde se diferencian en timocitos dobles positivos (38). Esta migracién de
la regiébn cortico-medular hacia la zona subcapsular esta gobernada por
interacciones con integrinas, proteinas de matriz extracelular y facilitada por
sefializacion de receptores de quimiocinas como CXCR4, CCR7 y CCR9 (39-41).
El compromiso al linaje T ocurre en el estadio DN3 que coincide con el rearreglo
de los segmentos V(D)J de los genes que codifican a la cadena 3 (TCRp), cadena
Y (TCRy) y cadena & (TCRDJ). El rearreglo productivo de las cadenas TCRy y
TCRd generara linfocitos Tyd (42). Por otro lado, el rearreglo productivo de las
cadenas TCRp producira la expresion en la superfice de células DN3 de una
cadena a invariante (pre-Ta) (figura 1 y 2). El complejo resultante se denomina
pre-TCR, e induce una sefalizacion autbnoma (seleccion ) que da pauta al
rearreglo de la cadena o (dada por RAG1 y 2), el término del rearreglo de la
cadena 3, la disminucion de la expresion de CD25, proliferacion celular y avance
hacia el estadio doble positivo (CD4"CD8") (figura 2) (43, 44). Se ha descrito que
la sefalizacion inducida por el pre-TCR incrementa la expresion de CCR9 en
timocitos DN3, lo cual es importante para la localizacion de estas células en la
zona subcapsular (45, 40). Por otro lado, CXCR4, funciona como un
coestimulador junto con el pre-TCR en la selecciéon  induciendo sefales de

sobrevivencia, proliferacion celular y quimiotaxis (46).
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Figura 2. Estructura molecular de los complejos del pre-TCR y TCR. El complejo del Pre-TCR se

conforma de la cadena no polimoérfica pTa acoplada a una cadena f, dimeros de CD3ye y de CD3CC. Por su parte, el
complejo del TCR maduro se conforma de una cadena a acoplada a una cadena §, dimeros de CD3yg, CD36¢ y CD3CC. Los

dominios ITAM (YXXL/I1Xs.sYXXL/I) son mostrados en los tallos citoplasmicos del complejo CD3.

Los timocitos ya en el estadio DN4 migran hacia la corteza para diferenciarse en
timocitos DP (CD4°CD8"). Aunque los timocitos DP expresan CXCR4 y CCR9
siendo capaces de responder a las quimiocinas CXCL12 y CCL25, se sugiere que
esta translocacion de células desde la zona capsular a la corteza esta dirigida por
olas proliferativas inducidas en el estadio DN3 (47). Durante la etapa doble
positiva (CD4"CD8") los timocitos coexpresan en su superficie los co-receptores

CD4 y CD8 y presentan bajos niveles de expresion de TCRof ensamblados con

complejos de proteinas CD3 (figura 1y 2) (48, 49).

Los timocitos dobles positivos constituyen aproximadamente el 90% del total de
los timocitos del compartimento timico, y experimentan cuatro procesos
importantes dependiendo de la presentacion de péptidos enddgenos por células
timicas estromales por parte de moléculas MHC: muerte por negligencia, seleccion
negativa, seleccion positiva y eleccion de un linaje especifico (CD4" o CD8)
(figura 1) (48, 49). La mayoria de los timocitos dobles positivos (=90%) no son
capaces de reconocer complejos de MHC con péptidos propios y mueren por
negligencia. Una pequefa fraccion (=5%) continuan su proceso de diferenciacion
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gracias a que reconocen péptidos enddgenos con una avidez baja/intermedia y
son rescatados de la muerte celular programada y seleccionados positivamente.
Los timocitos seleccionados positivamente culminan su diferenciacion hacia CD4"
ayudadores o CD8" citotoxicos y salen del timo hacia los o6rganos linfoides
periféricos a ejercer su funcidon (figura 1) (48, 49). Los timocitos seleccionados
positivamente disminuyen su expresiéon de CXCR4 (50) y aumentan CCR7 y
CCR4 (51-53). Resulta interesante que timocitos DP seleccionados migran
dirigidamente hacia la médula en respuesta a ligandos de CCR7 y CCR9 (51, 54,
55). Sin embargo, CCR7 parece ser determinante de la entrada de timocitos SP
inmaduros hacia la médula, aunque esta dependencia de las sefales de CCR7 es
mas observada para timocitos SP CD8" (56, 52, 57, 53).

Los timocitos cuyos TCRs presentan una alta afinidad/avidez al complejo MHC-
péptido, son dirigidos a apoptosis, a través de un proceso denominado seleccion
negativa, que constituye el mecanismo principal de la tolerancia central en
linfocitos T, asegurando la eliminacion de la mayoria de células T autoreactivas
involucradas en patologias autoinmunes (48, 49). La seleccion negativa es
mediada por la presentacion de antigenos propios por células epiteliales
medulares timicas (58). Esta expresion de antigenos propios es controlada por la
actividad del factor regulador autoinmune AIRE, el cual es expresado por células

epiteliales timicas medulares (59, 58).

Los timocitos SP muestran una diferenciacion terminal a partir de un fenotipo
semi-maduro activado (CD69"CD62L°“CD24") a uno maduro en reposo
(CD69°“CD62L"CD24"). Durante esta transicion los timocitos todavia estan
sujetos a sefiales pro-apoptoéticas caracteristicas de la seleccion negativa(60-62).
Una vez diferenciados, la salida de los timocitos SP a periferia es controlada por
diversos factores. Entre los mas importantes esta la sefializacién inducida por el
TCR, y la consecuente expresion de CD69, como marcador de una activacion
reciente a través del TCR. Un modelo del control del exporte de timocitos a

periferia propone que en timocitos SP CD69" que han sido recientemente
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activados por antigenos propios, AKT (activado por las sefales del TCR) mantiene
fosforilado a FOXO1 reduciendo su actividad transcripcional. Esta reduccion de la
actividad de FOXO1 (Forkhead box 1) lleva a la disminucion de la transcripcion de
KLF2 (Kruppel-like transcription factor), el cual es requerido para la expresion de
S1PR1 (sphingosine phosphate receptor 1), dando en consecuencia la retencion
de los timocitos SP en el timo. De manera contraria, los timocitos SP maduros
CD69 , los cuales no han sido recientemente activados a través del TCR,
incrementan la transcripcion de S1PR1 y KLF2 promoviendo la salida de timo a
periferia (6, 63-67). De forma interesante, FOXO1 también controla la expresién de
CD62L y CCRY7 (63). Otro mecanismo propuesto para el exporte de timocitos es la
inhibicion reciproca entre CD69 y S1P1. Se ha observado que CD69 se asocia con
S1P+ e inhibe la funcién de su receptor (S1P1r) induciendo su internalizacion y
degradacion (68, 69). Por otro lado, la sefalizacion inducida por S1P1 inhibe la
expresion de CD69 en la superficie de los timocitos SP (70), por lo que la
expresion de CD69 inducida por las sefales del TCR en timocitos SP
semimaduros inhibe la expresion en superficie de S1P1R, inhibiendo la salida de

timocitos a periferia (68, 69).

LILIV. Generacidén de células T reguladoras en el timo.

El timo también es responsable de la produccidon de las células T reguladoras
“naturales”, las cuales mantienen la tolerancia hacia lo propio mediante diversos
mecanismos. Se ha descrito que las células T reguladoras “naturales” son
importantes en la prevenciéon de enfermedades autoinmunes (71), en la supresiéon
de respuestas a alo-injertos y tumores (72), y en el restablecimiento de la
homeostasis una vez desencadenada una respuesta inmune efectora, previniendo
asi la exarcerbacién de una respuesta que conlleve a immunopatologias severas
(73). Existe controversia acerca de las sefales moleculares requeridas para la
generacion de células T reguladoras en el timo. Sin embargo, varios estudios en
modelos transgénicos que condicionan la generacion de células T especificas a un
antigeno han mostrado que las células T reguladoras naturales requieren de una

sefal de alta avidez mediada por el TCR y la expresion del antigeno por células
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estromales timicas para ser seleccionadas (74, 75). Cabe mencionar que esta alta
avidez es muy cercana a aquella que desencadena la seleccion negativa de los
timocitos. De hecho, se ha observado que la reduccion de las senales inducidas
por el TCR se correlaciona con una disminucién de las células T reguladoras,
mientras que el aumento de la intensidad de la sefal de TCR favorece su
generacion (76). Por ejemplo, la ausencia o disfuncién de componentes de la via
del TCR como son LAT/PLC-y1 (77) o de la via Raf/Mek/Erk (78) repercuten en la
disminucidén o ausencia de las células T reguladoras, respectivamente. En
contraste, la ausencia de reguladores negativos del TCR como SHP-1 (79) o una
actividad reducida de GITR (80), promueve un enriquecimiento de células T
reguladoras.

Aunado al mecanismo anterior, se han propuesto sefales adicionales a las del
TCR que participan en la generacion de las células T reguladoras naturales. Se
propone que la generacién de esta células ocurre en un proceso de 2 pasos: el
primero dependiente de la alta avidez de las sefales del TCR que da lugar a la
generacion de células precursoras CD4"CD25"Foxp3, y la siguiente fase donde
estas células precursoras expresan Foxp3 en respuesta a citocinas IL-2 e IL-15
que inducen sefales a través de la cadena gamma comun (yc) y activan a la via
Jak/Stat (81). Adicionalmente, se ha porpuesto un mecanismo alternativo que
propone que el enriquecimiento de las células T reguladoras en modelos de alta
avidez por el TCR es debido a un cambio en la proporcion entre las células T
reguladoras y las células T virgenes (no reguladoras) dada por la muerte
preferencial de estas ultimas, mientras que las reguladoras muestran una mayor
resistencia a la apoptosis (82). En este sentido, en nuestro laboratorio se ha
demostrado que la ausencia de CDS5, una glicoproteina membranal de tipo |
(67kDa), repercute en la generacion de novo de las células T reguladoras
naturales y una reduccion selectiva de timocitos virgenes CD4°CD25  debido a
una apoptosis incrementada y posiblemente a la disminucidén de las sefales de
sobrevivencia mediada por Akt (83). Recientemente, se ha demostrado que la

proteccion de la apoptosis en células T reguladoras naturales puede también estar
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mediada por la sefial de TGF[3, manteniendo un balance adecuado de proteinas
pro-apotoéticas (Bim, Bax y Bak) y anti-poptoticas (Bcl-2) (84). Finalmente, otras
sefales involucradas en la generacion y/o mantenimiento de células T reguladoras
naturales incluyen las moléculas coestimuladoras CD28 y B7 (85, 86), citocinas

como IL-7 (87) y la linfopoyetina estromal timica (TSLP) (88).

L.ILV. Senalizacion mediada por Notch durante el desarrollo de células T

La senalizacion mediada por Notch es una de las mas conservadas en la
evolucion y opera sobre distintos tipos celulares y en varias etapas durante el
desarrollo embrionario (89, 90). En mamiferos podemos encontrar 4 receptores
Notch (Notch 1-4) y 2 familias de ligandos conocidos como “delta-like” (DIl1, DII3 y
Dll4) y Jagged (Jagged1 y Jagged2) (89-91). Notch es un receptor heterodimerico
anclado a la superficie celular y esta involucrado en una variedad de procesos
celulares. Este receptor se compone por un dominio extracelular de union a
ligando, el cual esta asociado de forma no-covalente de un dominio simple
transmembranal. La via canonica es iniciada con la union del ligando al dominio
extracelular, lo cual desencadena cortes secuenciales del receptor, el primero
mediado por la familia de protesasas ADAM que corta la region extracelular (a
disintegrin and metalloproteinase) y el segundo por el complejo de la y-secretasa,
el cual esta constituido por presenilinina 1 y presenilinina 2, que cortan la region
intramembranal (91). El corte del ectodominio induce la liberacién del dominio
intracelular (Notch-IC) de la membrana celular y su posterior translocacion al
nucleo donde se asocia con el factor de union a DNA RPBJ (recombination-signal-
binding protein for immunoglobulin-k J region) y con el co-activador MAML1
(Mastermind-like 1) con el fin de activar la transcripcion de diversos genes. La
actividad del dominio intracelular de Notch es terminada por eventos de
poliubiquitinacion y la subsequente degradacion proteosomal (91). Se ha
demostrado que la senalizacion de Notch en el timo es importante en la
determinacién del linaje T versus el linaje B en progenitores colonizadores (92).
Por ejemplo, se ha observado que los progenitores deficientes de Notch 1 son

capaces de diferenciarse en células T pero mantenien su potencialidad al linaje B
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(93). Por otro lado el epitelio timico expresa los ligandos DLL1 y DLL4,
principalmente (94, 95). Se ha establecido que la activacién de Notch es necesaria
para mantener la sobrevivencia de progenitores (ETP) con potencialidad af/yd y
de progenitores con potencialidad af (42). Sin embargo, la decision del
compromiso hacia af o a yd no depende de la activacion de Notch. De forma
interesante, en células comprometidas al linaje af, la sefal inducida a través del
pre-TCR en el estadio DN3 sinergiza con la activacion de Notch y promueve la

proliferacion y maduracién hacia el estadio DP (42).

L.Ill. Senalizacién inducida por el complejo del TCR/CD3

Es bien sabido que la senalizacion mediada por el TCR requiere de la interaccion
entre el timocito o célula T madura y una célula presentadora de antigeno (APC).
La estructura generada de la interaccion entre ambas células se conoce como
sinapsis inmune, evento sumamente importante en la transmisién bidireccional de
sefales que permiten el buen funcionamiento inmunoldgico, ejerciendo tolerancia
hacia antigenos propios y respondiendo hacia agentes extrafios o infecciosos para
generar eventualmente la memoria inmune (96). Es por ello que el resultado de la
sefalizacion del TCR durante el desarrollo de los linfocitos T es determinante en
los procesos de seleccion negativa, seleccion positiva y el compromiso a un linaje
especifico T CD4" o CD8", debido a que la magnitud en la activacion de diferentes
vias intracelulares que éstas desencadenan dictara el destino de los timocitos

dobles positivos y en consecuencia el repertorio de células T de un individuo.

El umbral de afinidad/avidez con el cual un TCR reconoce a un péptido acoplado a
un MHC desencadena la fosforilacion de dominios denominados ITAMS (Immuno-
receptor Tyrosine-based Activation Motif) localizados en los tallos citoplasmicos de
las cadenas del complejo TCR/CD3, los cuales suman 10 ITAMS en total (figura
2). Esta fosforilacion esta mediada por miembros de la familia de cinasas Src
como Lck (p56') y Fyn (p59™") permitiendo el reclutamiento de ZAP-70 (Zeta-

associated protein of 70kDa) por medio de su dominio SH2. ZAP-70 fosforila a la
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proteina adaptadora LAT (Linker for Activated T cells), la cual recluta a otras
proteinas adaptadoras y efectoras dando como resultado el establecimiento de
una plataforma de sefalizacidon donde se activan diferentes vias intracelulares,
dentro de las cuales destacan la via de las MAP cinasas (proteinas cinasas
activadas por mitdgenos), la via de movilizacidon de calcio y las vias que llevan al

rearreglo del citoesqueleto (figura 3) (97).
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Figura 3. Vias de sefalizacion inducidas por el complejo TCR/CD3. La interaccion del complejo
MHC-péptido/TCR desencadena una activaciéon de diferentes vias intracelulares que promueven la transcripcion y
expresion de genes involucrados en sobrevivencia, apoptosis, proliferacion y diferenciacion celular. Las vias intracelulares
desencadenadas incluyen MAP cinasas (ERK1/2, p38 y JNK), vias que participan en el rearreglo del citoesqueleto y en la
movilizacién de Ca®* intracelular. Adaptado de Lin y Weiss, 2001.
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LIILL. Via de las MAP cinasas

La familia de las MAP cinasas incluye a ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated
Kinase), p38, JNK, ERK3/4 y ERK5 (98). Las MAP cinasas son activadas por
fosforilacion en residuos de tirosina y treonina por MKKs (cinasas de las MAP
cinasas). La senfalizacion de ERK1/2 inicia con el reclutamiento de Sos (factor
intercambiador de nucledtidos de guanina) mediante la proteina adaptadora Grb2,
dando como resultado la activacion de Ras. Ras es una GTPasa que al ser
activada (Ras-GTP) puede unirse a diferentes moléculas efectoras reclutandolas a
la membrana, como son las cinasas Raf, PI3K (Cinasa de Fosfatidil Inositol
Trifosfato) y PKC (Proteina cinasa C). El principal sustrato de Ras es la cinasa Raf
que presenta varias isoformas (A-Raf, B-Raf y Raf1), todas pueden fosoforilar y
activar a MEK (cinasa de ERK). MEK presenta 2 isoformas MEK1 y MEK2. MEK
activa a ERK mediante la fosforilacion de residuos de tirosina y treonina. La cinasa
ERK es considerada el principal efector de esta via y presenta varios sustratos
como factores de transcripcion, proteinas de citoesqueleto y proteinas

involucradas en senalizacion intracelular (99).

En la familia de la MAP cinasa p38 se han identificado cuatro miembros: p38a,
p38p, p38y y p38d. Las isoformas p38a y p38p se encuentran ampliamente
expresados, mientras que la expresion de p38y esta restringida a musculo
esquelético y p38d al pancreas, intestino delgado y a células T CD4". La activacion
de p38 también es inducida por ciertos estimulos como son hormonas, radiacion
ultravioleta, citocinas como IL-1, TNF-a, choque osmético y calor. Estos estimulos
inducen la activacion de GTPasas de Rho (Rac1 y Cdc42), las cuales activan a las
cinasas MAPKKKS (MTK1, TAK1 y ASK1). Estas cinasas activan a MAPKKs
(MKK3, MKK4 y MKK6) mediante fosforilacion en residuos de serina y treonina,

permitiendo a su vez la activacion de p38 (100).
La familia JNK(c-Jun N-terminal Kinase) incluye a JNK1, JNK2 y JNKS3, aunque

pueden originarse varias isoformas por “splicing alternativo”. JNK1 y JNK2 son

ampliamente expresados en diversos tejidos, mientras que la expresion de JNK3
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se restringe a cerebro, corazon y testiculo. La cinasa JNK es activada mediante
fosforilacion por MKK7 y MKK4 que a su vez activan a p38. MKK4 es activado
principalmente por estrés ambiental, mientras que MKK7 es activado por citocinas
como TNF-a e IL-1. JNK fosforila a diversos factores de transcripcion como junB,
JunD, ATF-2, AP-1, miembros de la familia NFAT, y sustratos involucrados en

apoptosis como Bcl-2 y Bcel-xl (101).

LIILIL. Via de movilizacién de calcio

Inicia con el reclutamiento de PLCy a LAT vy la activacidn por parte de cinasas de
las familias de Src, Syk y TEC como Lck, ZAP-70 e Itk/RIk, respectivamente. La
principal funcion de PLCy es hidrolizar a la molécula lipidica fosfatidil inositol 4,5-
bifosfato (PIP2) para convertirlo en inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y en diacilglicerol
(DAG). IP3 permite la liberacion de calcio por parte del reticulo endoplasmico
mediante su interaccion con receptores especificos (IP3R) localizados en estos
organelos celulares. El aumento de la concentracion de calcio intracelular permite
la apertura de canales CRAC (Ca** release-activated Ca®" channels) en la
membrana plasmatica, que a su vez incrementan la concentracion intracelular de
este i6n (102, 103).

El Ca* induce cambios en expresién génica mediante la activacion de
varias cinasas y fosfatasas, por ejemplo el Ca?* regula la actividad de los
miembros de la familia de CaMK. Estas cinasas fosforilan a varios factores de
transcripcion como CREB (Cyclic-AMP Response Element-Binding protein). La
fosfatasa Calcineurina activada por Ca®" es la responsable de defosforilar al factor

de transcripcion NFAT induciendo su translocacion al nucleo (102, 103).

LILII. Via PIBK/AKT

Otra via que se activa mediante la estimulacion del TCR es la iniciada por la
cinasa PI3K, que es una cinasa de lipidos y de residuos de serina y treonina en
blancos proteicos. PI3K cataliza la conversién de PIP, a PIP3, el lipido PIP;
generado activa a efectores “rio abajo” como AKT. AKT puede inactivar factores

pro-apoptéticos como BAD y pro-caspasa 9, y a su vez induce la activacién de
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factores de transcripcion como CREB que regula la expresidn de genes anti-
apoptoticos. La activacion de IKK (I1kB Kinase) es mediado también por PI3K; IKK
activado fosforila al represor IkB-o permitiendo la translocacion de NF-xB al
nucleo (104).

La activacion de la familia de PKC que presenta 9 isoformas (PKCa, PKCpI,
PKCBII, PKCy, PKC$, PKCe, PKCH, PKCn y PKCu/PKD) es dependiente de Ca®' y
ésteres de forbol. En linfocitos T, DAG recluta a PKCO en membrana donde es
fosforilado por Lck. PKCO esta involucrado en la activacion de algunos miembros
de las MAP cinasas y en la estabilizacion la estabilidad de la sinapsis
inmunoldégica (105). PKC6 y PKCa han sido involucradas en la activacion de la via
de NF-kB mediante la fosforilacion de IkB-a, marcandolo para la degradacion por

el proteosoma y permitiendo asi la translocacion de NF-xB al nucleo (106).

LIILIV. Via de rearreglo de citoesqueleto

El rearreglo del citoesqueleto de actina esta en parte mediado por la actividad de
las GTPasas Rho. Esta actividad se modula por el intercambio entre un estado
activo (unido a GTP) y un estado inactivo(unido a GDP). La transicion entre estos
dos estados conformacionales es regulada por tres clases de proteinas: GAPs
(GTPase Activating Proteins) que estimulan la actividad de GTPasa; GDls
(Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors), que mantienen a la GTPasa en su
estado inactivo unido a GDP, y GEFs (Guanine Exchange Factors) que facilitan el
intercambio de GDP por GTP, activando a las GTPasas Rho, Rac y Cdc42 (107,
108).

En la interacciéon del complejo MHC/péptido-TCR se desencadenan una
serie de cambios morfolégicos que repercuten en la estabilidad de la sinapsis
inmunologica que se esta llevando a cabo. Cinasas de la familia Src (Lck y Fyn)
activan a Vav mediante el reclutamiento de éste a través de las proteinas
adaptadoras SLP-76 y LAT. La proteina Vav es un GEF que activa a las GTPasas
Rho. Vav se asocia a vinculina y talina en la membrana permitiendo el acople de
F-actina a la membrana celular y mediante la actividad de GEF activa a la GTPasa
Rac y Cdc42. Esta ultima activa a su vez a la proteina WASP (Wiskott-Aldrich
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Syndrome Protein), la cual forma un complejo con Arp2 (Actin Related Protein 2) y
Arp3, permitiendo la polimerizacion de actina (109, 108). La remodelacion del
citoesqueleto de actina inducida por las sefiales del TCR constituye un mecanismo
regulador del reclutamiento de receptores y proteinas intracelulares a la zona de
contacto entre un linfocito T y una célula presentadora de antigenos (APC).

L.IV. Senalizacion mediada por la Superfamilia del TGFf

Varias funciones basicas de todos los organismos multicelulares o metazoarios,
como son proliferacion, diferenciacion, integracion de tejidos, metabolismo vy
muerte, son controladas por una compleja red de comunicacién celular dada por
diversos factores de crecimiento, dentro de los cuales los ligandos de la
superfamilia del TGF-p (Transforming Growth Factor ) juegan un papel
prominente (110, 111). Esta superfamilia comprende una variedad de factores de
crecimiento polipeptidicos relacionados estructuralmente, capaces de regular gran
diversidad de funciones celulares dependiendo del tejido en el cual actuen.
Ademas, estos factores juegan un papel crucial en el desarrollo embrionario y en
el mantenimiento funcional de diversos tejidos en organismos adultos. En este
sentido no resulta sorprendente que alteraciones en la sefial de los ligandos de
TGFB estén implicados en diversas enfermedades como cancer, fibrosis,
autoinmunidad y diversas condiciones hereditarias como hipertension pulmonar y

telangiectasia hemorragica (112).

Estos factores multifuncionales son clasificados en subfamilias dependiendo de su
homologia estructural y funcional. En mamiferos, la superfamilia de TGF-§ esta
dividida en tres subfamilias: TGF-p, Activinas/Inhibinas y BMPs/GDFs (Bone

Morphogenetic Proteins/Growth differentation factors) (112).
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L.IV.l. Ligandos

Los ligandos de la superfamilia de TGF-f se expresan de manera
monomeérica y adquieren una naturaleza dimérica a través de uniones disulfuro
cuando son secretados. Las isoformas de TGF- en mamiferos son TGF-p1, TGF-
B2 y TGF-p3, los cuales son codificados por distintos genes y a nivel de proteina

presentan un 80% de homologia (110, 112).

Las isoformas de TGF-f son secretadas en forma de moléculas precursoras
latentes (LTGF-f) con una longitud de 390 a 414 aminoacidos y contienen una
region hidrofébica en el extremo amino terminal denominada “péptido sefial”, una
region denominada LAP (Latent-Associated Peptide) y en el extremo carboxilo
terminal una region bioactiva que contiene 112 aminoacidos por mondémero (110,
112). La region LAP permite la unidon covalente con la proteina denominada
proteina de union a LTGFB (LTBP), la cual permite el anclaje de este complejo
proteico a la matriz extracelular, promoviendo la protedlisis de la region LAP por
varias proteasas como son plasmina, trombina y endoglicosilasas 6 mediante
interacciones fisicas de LAP con otras proteinas, dando como resultado la
liberacion de la forma madura de TGF-g (110, 112).

Los ligandos de la familia de BMPs presentan la propiedad de inducir la formacion
de cartilago y hueso in vivo, y estudios in vitro han confirmado la regulacion del
crecimiento y diferenciacidn de linajes de condroblastos y osteoblastos. Ademas
de estas funciones, presentan actividades biolégicas en otros tipos celulares como
son monocitos, timocitos, células epiteliales, células de mesénquima y neuronas.
Estos factores regulan apoptosis, crecimiento, quimiotaxis y procesos de
morfogénesis de varios tejidos y 6rganos (113). Esta familia puede ser dividida en
varios subgrupos en base a su estructura y a la funciéon que realizan. BMP-2 y
BMP-4 son las proteinas mayormente estudiadas, juegan un papel importante en
los procesos de morfogénesis que se presentan en el desarrollo embrionario.

BMP-2 y BMP-4 se encuentran relacionados estructuralmente con el producto
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geénico Dpp de Drosophila, la cual regula los procesos de establecimiento del eje

dorso-ventral, morfogénesis de intestino y formacion de las venas de las alas (113).

Otro subgrupo esta representado por las proteinas BMP-7, BMP-8, BMP-8B, BMP-
5 y BMP-6. Los animales que son deficientes de miembros de este subgrupo no
mueren en la etapa de desarrollo embrionario pero si presentan defectos en varios
tejidos incluyendo tejidos esqueléticos. BMP-7 induce la formacion de cartilago y
hueso in vitro, y se ha relacionado a la morfogénesis de ojos y rinones. BMP-8 se
ha visto relacionada a la regulacion de procesos de espermatogénesis, mientras
que BMP-5 se ha relacionado a la morfogénesis del craneo y al establecimiento de
partes axiales del esqueleto. El ultimo subgrupo esta conformado por los ligandos
GDF-5 (Growth Differentiation Factor-5), GDF-6 y GDF-7. Este subgrupo esta
involucrado en los procesos de condrogénesis como la formacién de tendones,
ligamentos y extremidades. La sefializacion por BMPs esta regulada por
inhibidores extracelulares que se unen a estas proteinas con alta afinidad, de
manera que inhiben su interaccion con los receptores en membrana. Los
inhibidores de BMP-2 y BMP-4 son Noguina, Cordina y Tsg (Twisted gastrulation).
Tsg de manera particular puede unir directamente a BMP-4 o unir cordina

mejorando la inhibicién (113, 114).

Los ligandos de la familia de Activinas/Inhibinas se expresan en subunidades
monomericas; las isoformas expresadas son fa, Ps, Pc, Pe ¥ a. Las Activinas son
dimeros conformados por subunidades p, y por lo tanto se utiliza cierta
nomenclatura para definirlas: Activina A (fa-pa), Activina B (Bs-pg), Activina AB (Ba-
Bg), etc. La subunidad pa se expresa en diversos tejidos y se encuentra junto con
la subunidad Pg en las gonadas. La expresion de la subunidad B¢ ha sido
identificada en el higado. La nomenclatura de los ligandos de Inhibina se basa en
la formacién de heterodimeros entre las subunidades $ y a: Inhibina A (a-Ba) €
Inhibina B(a-ps) (115, 116).
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Antagonismo de las funciones de Activinas
Antagonismo de la Inhibina: La proteina Inhibina fue identificada como un

inhibidor de la produccién de la hormona foliculo estimulante (FSH) en cultivos de
glandula pituitaria. Posteriormente, se identificé a las activinas como dimeros de
subunidades f que promovian la produccion de FSH en la pituitaria,
antagonizando asi la funcion de las Inhibinas. Otras funciones en procesos
reproductivos donde se presenta el antagonismo de activinas e inhibinas son el
control de la esteroidegénesis en las gonadas, la sintesis de andrégenos en
células de la teca, la proliferacion de células de la granulosa y la secrecién de
hormonas en la placenta. También se ha observado antagonismo en los procesos
de condrogénesis de extremidades de pollos y en proliferacion de timocitos de rata
(115).

Se han propuesto varios modelos para el antagonismo de activinas e inhibinas. El
primero de ellos se refiere a la produccion de las subunidades a y 3, ya que si se
presentan diferentes niveles de expresion de éstas, la disponibilidad de activinas 6
inhibinas en forma de dimeros funcionales sera también diferente. Por ejemplo, en
los foliculos generados por la accion de FSH, la expresidn de la subunidad o es de
10 a 20 veces mas que la produccién de la subunidad p, esto asegura la
biosintesis de proteinas involucradas en el crecimiento del foliculo, deteniendo los

efectos de arresto en la maduracion folicular promovidos por activina (117).

Otros niveles de regulacién del antagonismo de estos ligandos se centran en la
unidn a los receptores de Tipo Il (ActRII). Las activinas se unen con alta afinidad a
ActRIl, mientras que la afinidad de estos receptores por las inhibinas es baja. Esto
puede explicar de alguna manera el requerimiento de una alta produccién de
subunidades o en los foliculos para poder ejercer alguna funcion antagonista.
También se ha descrito que las inhibinas pueden utilizar co-receptores como el
betaglicano (TBRIIl), del cual trataremos en extenso mas adelante. Se ha
observado que las inhibinas pueden formar un complejo con moléculas de TRRIII y
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ActRlls, excluyendo a los receptores de tipo | de este complejo. La proteina TERIII
y su RNAm se expresan en tejidos de cerebro de rata, pituitaria y gonadas
confirmando su papel modulador de la actividad de las inhibinas en estos tejidos
(118).

Antagonismo de Folistatina: Folistatina es una glicoproteina que se une con alta

afinidad a activina A (119) enmascarando los residuos indispensables para la
interaccion con ActRIl y ALK4. Folistatina posee una alta afinidad de union a
Activina A, mientras que para Activina B es diez veces mas baja. La actividad
antagonista de folistatina por lo tanto dependera en gran medida de qué isoforma
de Activina esté actuando (118). Un miembro de la familia de Folistatina
denominado FLRG (Follistatin-Related Gene) une a Activinas con una alta afinidad.
FLRG es una proteina circulante y actua secuestrando a Activina, impidiendo la
uniéon a sus receptores de la misma forma que folistatina. Otras proteinas
relacionadas al antagonismo de las funciones de Activinas son la proteina Cripto y
la proteina transmembranal BAMBI, las cuales actuan compitiendo por los

receptores (118).

LLIV.Il. Receptores

Los ligandos de esta superfamilia sefalizan mediante la activacion de receptores
transmembranales que presentan actividad de cinasa en residuos de serina y
treonina. Estos receptores se agrupan en dos subfamilias: los receptores Tipo | y
los receptores Tipo |l. Ambos tipos de receptores pueden formar diferentes
heterodimeros entre si y unir con diferentes afinidades a mas de un ligando, lo
cual confirma su alta versatilidad en senalizacion (figura 4). Otros receptores
denominados tipo Il son endoglina y betaglicano (TBRIII) que, aunque no
presentan actividad de cinasa de manera intrinseca, regulan el acceso de los

ligandos a los receptores tipo Il y [ (110, 112).
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Figura 4. Versatilidad en el uso de receptores por los ligandos del TGFB. Los ligandos de la

superfamilia del TGFB son capaces de formar un complejo con diferentes combinaciones de heterodimeros aumentando la

variedad de induccion en vias de sefializacién dependiente de smads, Smad2/3 6 Smad1/5/8.

Los receptores Tipo | de vertebrados incluyen tres grupos: el grupo de TpR-
I, ActR-IB y ALK7 (Activin receptor-Like Kinase); el segundo incluye BMPR-IA y
BMPR-IB; y por ultimo en el tercer grupo se encuentran los receptores ALK1 y
ALK2. La subfamilia de receptores Tipo Il incluyen TgR-Il, BMPR-Il y AMHR (Anti-
Mullerian Hormone Receptor), los cuales unen especificamente TGF-, BMPs y
MIS (Mullerian Inhibiting Substance), respectivamente. Por otro lado, ActR-IIA y
ActR-IIB unen activinas en presencia y ausencia de receptores tipo | (110).

Los receptores de Tipo | y Il son glicoproteinas transmembranales que
presentan en su regidn extracelular 10 o mas cisteinas que confieren el
plegamiento de esta region. Tres de estas cisteinas forman un grupo cerca de la

secuencia transmembranal y las otras cisteinas se encuentran de manera mas
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espaciada en receptores Tipo | que en Tipo Il. La region transmembranal no
presenta caracteristicas unicas en ambas familias de receptores. Sin embargo, en
la region intracelular, los receptores tipo | presentan una secuencia altamente
conservada que precede al dominio de cinasa. Esta region se denomina dominio
GS, por la secuencia caracteristica SGSGSG que contiene, la cual es fosforilada
por receptores tipo Il (110).

Se ha descrito receptores accesorios que intervienen en la unién del ligando
a los receptores Tipo | y Tipo Il. Uno de ellos es la glucoproteina unida a
membrana denominada betaglicano (TBRIIl), la cual porta cadenas de heparan
sulfato y glucosaminoglucanos de condroitin sulfato (GAG). Betaglicano une a las
tres formas de TGF-f (TGF-1, TGF-p2 y TGF-3), BMPs (2/4) e inhibinas (A'y B)
con diferente afinidad y facilita la union de éstos al receptor de Tipo Il, formandose
un complejo heterotrimerico. Otra molécula en superficie que funciona como un
receptor accesorio es la endoglina. Esta proteina regula la union de TGF-1 vy
TGF-B3 a los receptores Tipo Il formando un complejo, aunque cabe sefalar que
la afinidad de la endoglina por TGF-f es menor en comparacion con la que
presenta TRRIIl. Es asi que TRRIIl parece predominar en la regulacién de las
sefales de varios miembros de TGF-B, particularidad que se abordara en extenso

mas adelante (120).

LIV.ILIL. Activacion de receptores

Se han descrito dos mecanismos de union del ligando a los receptores Tipo | y Il.
El primero es denominado secuencial, es decir, el ligando se une primero al
receptor tipo Il formando un complejo, el cual posteriormente induce el
reclutamiento del receptor Tipo | formando asi un heterotetramero en superficie.
Esta forma de unién secuencial se ha descrito para los receptores de TGF-f y
Activinas. La otra manera de union es la denominada cooperativa y es tipica de los
receptores de BMPs. Este tipo de unidn involucra a ambos receptores para unir al

ligando con una alta afinidad cuando son expresados juntos (110, 112).
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Independientemente de la manera de union del ligando a los receptores, los
receptores Tipo Il son activados mediante su autofosforilacién en residuos de
serina y treonina. El receptor Tipo Il mediante su dominio de cinasa fosforila asi
mismo al receptor Tipo | en el dominio GS (figura 5). El dominio GS es una region
reguladora de la actividad senalizadora de los receptores Tipo |. El penultimo
residuo en este dominio (serina o glutamina) es substancial en esta actividad
puesto que, si este residuo es mutado, se presenta una elevada actividad de
cinasa. Cercano al dominio GS se localiza el motivo Leu-Pro que mantiene unida a
la inmunofilina FKBP12, la cual en condiciones basales actua como un regulador
negativo de la sefal inducida por los receptores Tipo | y |; cuando los receptores
Tipo | y Il son activados formando un complejo, FKBP12 es liberado del motivo
Leu-Pro (110, 112).
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Fig.ura 5. Mecanismo general de activacion de receptores y proteinas Smads de la

superfamilia del TGF-B. Los ligandos de naturaleza dimérica se unen a pares de receptores Tipo Il desencadenando

su autofosforilacién, una vez que estan activos estos fosforilan al receptor tipo | promoviendo su actividad de cinasas en
serina. El receptor Tipo | fosforila a las proteinas R-smads en el motivo SSXS de la region carboxilo terminal induciendo su
activacion. R-Smads se unen a Smad4 6 co-Smad formando un complejo, este complejo transloca a nucleo e induce la
transcripcion de diversos genes de manera directa o reclutando a co-activadores y factores de transcripcién. I-smads
inhiben de manera directa el reclutamiento de R-Smads a los receptores Tipo |, o pueden promover la degradacién de R-
Smads por el proteosoma mediante su asociacién con la ligasa de ubiquitina Smurf1/2.

LIV.IL. ll. Activacion de Smads

Los receptores Tipo | activados fosforilan a mediadores proteicos denominados
Smads (SMA/MAD related). Estas Smads fosforiladas por el receptor Tipo | se
denominan R-Smads (receptor-Smads). Ademas, existen Smads que inhiben la

sefial de las R-Smads denominadas inhibidoras o antagonistas (i-Smads) y
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también una co-Smad (Smad comun) Smad4, que se asocia con las R-Smads

formando un complejo, el cual transloca al nucleo (figura 5) (112).

En vertebrados existen ocho R-Smads descritas: Smad2 y Smad3 son activadas
por receptores Tipo | de TGF-$ y Activinas, mientras que Smad1, Smad5 y Smad8
son activados por los receptores ALK-1, ALK-2, BMPR-IA/ALK-3 y BMP-RIB/ALK6
en respuesta a BMP y otros ligandos. Las proteinas Smads presentan en su
estructura dominios de interaccidon con otras proteinas, dominios de unién a DNA 'y
sitios de fosforilacion mediados por receptores de Tipo | y por otras proteinas de

sefalizacion (112).

Las R-Smads son activadas por los receptores Tipo | mediante la fosforilacion en
el motivo SSXS del extremo carboxilo terminal de estas proteinas cuya interaccion
es altamente especifica. Los dominios MH1 de R-Smads y Smad4 confieren la
capacidad de unidn a DNA (excepto Smad2) y a factores de transcripcion. Los
dominios MH2, ademas de interactuar con factores de transcripcion, permiten la
interaccion especifica con el co-activador transcripcional CBP/p300, Ia
oligomerizacion de Smads y su interaccion con receptores Tipo |. Ambos
dominios se encuentran estructuralmente unidos por medio de una region

denominada linker (121).

La translocacion al nucleo del complejo de R-Smads/Smad4 es llevada a cabo
mediante el reconocimiento de las secuencias de localizacion nuclear (NLS) que
presentan. Por ejemplo Smad3 une a importina-B1 a través de NLS en el dominio
MH1. Por otro lado Smad4 usa la via clasica de importacion nuclear mediada por
importina-a1. Una vez dentro del nucleo la co-Smad puede regresar a citosol
mediante el reconocimiento de sus secuencias de exporte nuclear a reclutar otro
complejo de R-Smads. Este exporte nuclear mediado por co-Smad4 depende de
la interacciéon con exportina-1, aunque también depende de la interaccion con
exportina-4. Esta regulacion de la actividad de R-Smads por parte de la co-Smad

es importante para mantener disponible complejos proteicos en el nucleo que
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lleven a cabo la transcripcion genética directamente o en cooperaciéon con factores

de transcripcion (122).

LIV.IIl. Regulacién de la seinal de TGFf

Existen varias proteinas que regulan negativamente la via de TGF y actuan a
varios niveles: regulacion de la expresion y actividad de receptores y complejos de
R-smad/smad4. Los receptores tipo | y Il pueden ser internalizados mediante 2
rutas, la dependiente de clatrina y la dependiente de caveolina. La primera es la
responsable de promover la sefalizacion de los receptores guiandolos hacia
endosomas tempranos enriquecidos con SARA (smad anchor for receptor
activation). Se ha observado que estos receptores pueden ser de nuevo
expresados en la membrana celular. De manera contraria, la internalizacién de
receptores via vesiculas de balsas de lipidos con caveolina-1, las cuales contienen
receptores acoplados a complejos I|-smads-Smurf que promueven la poli-
ubiquitinacion y degradacion de los receptores y de i-smads. Ambas i-smads
(Smad 6 y 7), las cuales no poseen dominios MH1, a través de sus dominios MH2
se unen a los receptores Tipo | inhibiendo el reclutamiento y activacion de las R-
smads. Por ejemplo, bajo la senal de TGF(3 complejos de Smurf2-Smad7 se unen
a los receptores activos promoviendo la degradacion proteosomal de receptores y
de Smad7. Las proteinas Smurf1 y Smurf2 pertenecen a la familia de ligasas de
ubiquitina E3: su funcion principal es promover la degradacion de proteinas
mediante la unidbn de grupos de ubiquitina. Se ha observado que
independientemente de la interaccion con Smad7, Smurf1 y Smurf2 regulan
directamente los niveles de R-Smads. Otras proteinas como TGIF and NEDD4

también promueven la degradacion de los receptores Tipo | y smads (123).

Otro nivel de regulacion de la via de TGFf3 es la defosforilacion de receptores Tipo
|. Esta defosforilacion es mejorada en presencia de SARA, la cual se une a Smad7
y con el complejo de fosfatasa GADD34 y PP1c. Otra fosfatasa que se ha visto
reclutada por Smad7 es PP1a, la cual defosforila a ALK1 en células endoteliales.

De forma interesante, Smad7 puede ser inducido a degradacion proteosomal
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mediante una ligasa de ubiquitina E3 denominada arkadia promoviendo una

amplificacion de las senales de TGFB y Nodal en células somaticas (124, 123).

Otra proteina involucrada en la inactivacion de la sefial de TGF3 es BAMBI, la cual
inhibe la formacion de complejos de receptores Tipo Il/l. De forma similar, el
receptor con actividad de cinasa en tirosina Ror2 a través de la interaccion directa
con el receptor BMPRIB inhibe la sefial de Smad 1/5 indicando que receptores con
actividad de cinasas en tirosina pueden antagonizar directamente a receptores con

actividad de cinasas en serina y treonina (123).

Ademas de que las R-smads pueden ser inactivadas mediante degradacion
proteosomal, recientemente se ha observado que este complejo puede ser
defosforilado en serinas por fosfatasas especificas en el dominio carboxilo
terminal. PPM1A es una fosfatasa nuclear que directamente defosforila el
carboxilo terminal de Smad1/2 y 3 promoviendo el exporte nuclear de estas
proteinas. Es asi que en ausencia de esta fosfatasa las repuestas mediadas por
TGFB son mejoradas. Otras pequefas fosfatasas (SCP1, 2 y 3) se han descrito en
la defosforilacion en las regiones linker de Smad2 y 3, lo cual se traduce en un
aumento de las sefales de TGFB (125, 123).

Otro nivel de regulacion de la via de TGFB es la localizacion subcelular de smads,
lo cual compromete la formacion de complejos R-smad/Smad4. SnoN
citoplasmico, un co-represor transcripcional, es capaz de secuestrar a las smads
en citoplasma interrumpiendo la generacion de complejos de smads
heterotriméricos. Man1, una proteina integral de la membrana nuclear interna
inhibe la sefal de TGF[( secuestrando a las R-smads en la membrana nuclear
interna. Recientemente, se ha identificado a TIF1y como un compafero
transcripcional de las R-smads activas compitiendo con Smad4. Se ha sugerido
que el balance de la sefial mediada de TGFf a través de complejos R-smad/TIF1y
y R-smad/Smad4 es critico en el destino celular de las células madre

hematopoyéticas (126, 123).
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A nivel transcripcional, las smads pueden reclutar a co-represores como SnoN, Ski
y TGIF para inhibir la actividad de smads o asociarse con deacetilasas de histonas
para reprimir la transcripcion de genes especificos. Ski y SnoN pueden ser
reclutados a elementos de unién a smad en una manera dependiente de Smad4
inhibiendo la expresion de genes regulados por TGF3 como es el caso de Smad?.
SnoN es altamente expresado en lineas celulares cancerosas pero se ha

encontrado que tiene un papel dual en tumorogénesis (123, 127).

V. Betaglicano (TBRIll): co-receptor central de los

miembros de la Superfamilia de TGF-g

El gen que codifica para betaglicano (TBRIII), el gen TGFBR3 esta localizado en el
cromosoma 1p31-32 y consta de 16 exones y es controlado por 2 promotores, uno
proximal y otro distal que generan 2 especies distintas de mARN (128, 129). No
obstante, en la mayoria de los tejidos el promotor proximal es el mas utilizado (128,
129). Aunque no se tiene conocimiento de mutaciones asociadas a enfermedades
en humanos, el locus cromosémico para el gen de TGFBR3 se encuentra
frecuentemente eliminado en cancer. Adicionalmente, la pérdida de
heterocigosidad para el gen de TGFBR3 ha sido reportado en cancer de mama,

prostata y pulmon (130-132).

TBRIIl se expresa de forma abundante en diversos tejidos con al menos 200, 000
receptores por célula comparado a los 5000-10000 cuantificados para receptores
tipo Il y tipo | de TGFB(133-135, 128). Sin embargo, algunos tipos celulares como

células endoteliales no expresan TBRIII (136).
La expresion de TRRIII puede ser regulada a distintos niveles y durante distintos

procesos de diferenciacion. Por ejemplo, la sefial mediada por TGF@ regula
negativamente la expresion de TBRIIl a través de la inhibicion de la actividad del
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promotor distal, evento comun en multiples tipos celulares (137, 138, 129). Se ha
observado que la expresion de TBRIII disminuye durante la transdiferenciacion de
células esteladas hepaticas a miofibroblastos (139) y durante el proceso de
transicion de epitelio a mesénquima (140). Otras sefales como dexametasona,
aldosterona e hidrocortisona incrementan la transcripcion de TBRIIl en células
esteladas hepaticas, miofibroblastos y osteoblastos (137, 138). Ademas, otros
estimulos como MyoD y acido retinoico incrementan la expresion de TRRIIl en
mioblastos (141). Por su parte, la hormona estimuladora de foliculos (FSH),
estrogenos, y la hormona luteinizante (LH) regulan positivamente la expresion de
TBRIII en células de la granulosa (142, 143). Adicionalmente, la expresién de
TBRIIl es incrementada durante la diferenciacidn musculo esquelético (141). La
expresion de TRRIIl es también regulada a nivel epigenético, puesto que puede
ser afectada por la adicion de inhibidores de metiltransferasas y de deacetilasas
de histonas en células cancerosas de ovario y prostata (144, 131). Recientemente,
se ha descrito que en la progresion de carcinomas renales, la disminucion de la
expresion de TBRIIlI durante se debe a la falta de control transcripcional por el
factor GATA3, el cual es silenciado a nivel epigenético (145). Finalmente,
alteraciones metabdlicas tales como la hipoxia crénica, estan involucradas en la

reduccion de la expresion de TRRIII (146).

I.V.I. Estructura

TBRIIl es un proteoglucano transmembranal de 851 aa expresado en la superficie
celular como un homodimero con uniones no covalentes. Estructuralmente, TRRIII
consiste de una larga regidn extracelular de 766 aa, un dominio transmembranal
hidrofébico y un dominio citoplasmico corto de 42 aa, el cual no presenta ninguna
actividad enzimatica (147, 148, 128, 149). El dominio extracelular de TRRIII
presenta un dominio amino terminal con ninguna homologia conocida, un dominio
denominado zona pelucida (ZPD) involucrado en la oligomerizacién del receptor y
2 dominios independientes de unién a ligandos: uno distal cerca del amino
terminal (similar a endoglina) y uno proximal cerca del extremo carboxilo terminal

(similar a uromodulina), los cuales estan separados por una region linker no

48



estructurada (148, 128, 150-154). La region extracelular de TBRIIlI también
contiene 2 sitios de union (serina 535 y 546) a cadenas glicosaminoglucanos
(GAGs) compuestos por sulfatos de condroitina y heparina (147, 150). Mutaciones
en estos sitios no alteran la estabilidad del receptor ni la habilidad de unién a los
ligandos (135, 149, 151, 155). La proteina medular tiene una masa molecular
aproximada de 100 kDa, sin embargo, la presencia de glicosaminoglucanos
promueve que el betaglicano migre electroforéticamente en un intervalo de 280 a
330kDa(128, 151). Aunado a lo anterior, moleculas de TRRIIl de alto peso
molecular, dada por una abundancia de cadenas GAGs, previenen la asociacion
de los receptores tipo | y tipo Il repercutiendo en la inhibicion de las senales
mediadas por TGFB (156). Por otro lado, se ha descrito que modificaciones
postranscripcionales en GAGs contribuyen a la capacidad de TBRIIl en regular

migracion celular (157).

Otro nivel de regulacién de la expresion de TBRIII es el corte de su ectodominio, el
cual ocurre en un sitio proximal del dominio extracelular cercano al dominio
transmembranal liberando la forma soluble de este receptor (TBRIIIs). Este TRRIlIs
puede ser detectado en la matriz extracelular y en suero (158, 148). El corte de
TBRIII puede ser modulado por pervanadato, un inhibidor de fosfatasas en tirosina,
y puede ser mediado por metaloproteasas de matriz extracelular (MT-MMP) MT1-
MMP y /o MT3-MMP vy plasmina, una proteinasa en serina que se ha visto

involucrada en el corte de otras proteinas transmembranales (159, 160).
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Figura 6. Estructura del TBRIIL. La proteina medular de TBRIII betaglicano es un polipéptido de 853 aminoacidos,
el cudl presenta un péptido sefial en el extremo amino terminal, un largo dominio extracelular, una regién transmembranal y
un pequefio dominio citoplasmico rico en serina y treoninas. El dominio extracelular de TBRIIl presenta 2 regiones
importantes: una en el extremo amino terminal con similitud a endoglina y con sitios de unién a TGF@s y BMPs, y otra region
hacia el extremo carboxilo terminal con similitud a uromodulina con sitios de uniéon a TGFfBs, BMPs e Inhibinas. Ademas, el

ectodominio de TBRIII presenta dos sitios 2 sitios de anclaje a cadenas de GAGs.

L.V.II. Funciones del dominio citoplasmico de TRRIIl.

TBRIIl presenta un dominio citoplasmico que carece de actividad enzimatica
intrinseca pero presenta un motivo clase | de unién a PDZ (148, 161, 162). Sin
embargo, se ha descrito que el dominio de TBRRIIl es capaz de unirse a la forma
autofosforilada del receptor Tipo Il, lo cual promueve la formacion de un complejo
TBRII/TBRI activo seguido de una disociacion de TRRIIl de este complejo (162).
Recientemente, se ha descrito que el dominio citoplasmico tienen la capacidad de
regular sefiales mediadas por TGF3 y BMPs. En el caso de TGFfs, el dominio

citoplasmico de TBRIII es fosforilado por el receptor TBRIlI en la treonina 841
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permitiendo el reclutamiento de la proteina de andamiaje B-arrestina 2 (163). Esta
interaccidn induce la internalizacion del complejo B -arrestina2/TRRII/TRRIII en
vesiculas endociticas y la subsecuente disminucion de las sefales mediadas por
TGFB (163, 164). En el caso de BMPs, la interaccidn con B-arrestina2 promueve la
generacion de un complejo con TRRIII y el receptor ALKG6, lo cual repercute en su
endocitosis y la estimulacion de las sefiales mediadas por BMPs (165). Por ultimo,
esta interaccidon de TBRIII con B-arrestina2 regula negativamente la sefial de NFkB
en cancer de mama (166) y suprime la migracion celular de células epiteliales
ovaricas ya sea cancerigenas o normales via activacion de Cdc42 (157). El
dominio citoplasmico de TRRIII también presenta la capacidad de interactuar con
la proteina GIPC (GAIlP-interacting proteina C-terminus), una proteina que
contiene un dominio PDZ. Esta interaccion con GIPC promueve la estabilizacion
del receptor en la membrana celular mejorando las sefiales mediadas por TGF[3
(161). Por otro lado, se ha descrito que la interaccion entre GIPC y TRRIII juega un
papel importante en inhibir migracion celular e invasion durante la progresion a
cancer de mama (167). Recientemente, se ha descrito que después del corte del
ectodominio de TPRRIIl inducido por activacion, el dominio transmembranal-
citoplasmico resultante es cortado por el complejo de lay -secretasa
acumulandose en citosol (168). Sin embargo, este estudio no descarta la
posibilidad de que el dominio citoplasmico del TBRIIl transloque a nucleo

interactuando con otras proteinas (168).

LLV.lll. Regulacion de la sefnalizacion de los ligandos de la superfamilia del
TGFB mediada por TRRIIL.

La principal funcién de TBRIIIl es el de orquestar las senales mediadas por TGFfs,
activinas/inhibinas y BMPs en diferentes tipos celulares. El TBRIIlI mejora la unién
de las tres isoformas de TGFBs al complejo de receptores Tipo | y Il siendo
especialmente requerido para la union de alta afinidad y actividad funcional de
TGF-B2 (figura 7) (169, 170, 141). Se ha descrito que las isofomas de TGFfs se

unen a las 2 regiones caracterizadas en el ectodominio de TBRIII, en la porcién del
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extremo amino terminal (regién con similitud a endoglina) (151) y la otra hacia el
carboxilo terminal (region con similitud a uromodulina) (171). La dependencia de
TGFB2 en mediar sus sefales a través de TBRIII ha sido claramente observado en
modelos de transicidén epitelio-mesénquima in vitro donde la ausencia 6 bloqueo
de TBRIII conlleva una disminucion de la generacién de mesénquima (172, 173).
Por ejemplo, se ha descrito que TBRIIl es esencial en la transformacion cojin
atrioventricular in vitro, el cual es el primer paso en la formacién de valvulas
cardiacas (172). De hecho, los embriones deficientes de TRRIII, los cuales mueren
entre el dia 13.5 y 18.5 de gestacion, presentan defectos cardiovasculares como la
formacion de dobles valvulas en ventriculo derecho y defectos en los septos
ventriculos causados por una alteracion en el proceso de transformacion epitelio-
mesénquima mediado por TGF-B2 (173). Por otro lado, el TRRIII potencia la unién
de BMP2, BMP4, BMP7 y GDF5 a BMPR1 promoviendo un incremento en la
fosforilacion de Smad1 y en consecuencia los efectos funcionales mediados por
estos ligandos (174). De hecho se ha propuesto que las BMPs se unen a los dos
motivos de ligandos (el similar a endoglina y el similar a uromodulina) presentes
en el ectodominio de TRRIIl siguiendo el modelo bivalente de la union de TGFBs
(174). Alternativamente, varios estudios apoyan el papel determinante de TRRIII

en las funciones mediadas por inhibinas (175) (ver mas adelante).
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Figura 7. Funciones del TBRIIl en la regulacién de las senales del TGF. (A) EI TBRIIl membranal

potencia los efectos del TGFB, BMPs e inhibinas, presentando los ligandos a receptores Tipo Il. (B) La forma soluble del
TBRIII generada por corte proteolitico inducido por activacién celular, es capaz de secuestrar al TGFf previniendo su unién

a receptores Tipo | y Il e inhibiendo la actividad de este factor.
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.V.IV. Funciones de la forma soluble del TRRIII

De forma alternativa, a diferencia del TBRIII unido a membrana, la forma soluble
de éste resulta ser un potente agente neutralizador de las isoformas de TGFfs
(figura 7). Sin embargo, el TRRIIl soluble se une con distinta afinidad a sus
ligandos siendo en el orden TGFB2>TGFR3>TGFB1 (176). El TRRIII soluble es 10
veces mas potente en la inhibicion a TGFB2 que inhibiendo a TGFB1. Se ha
descrito que las dos regiones de union a ligandos de TGFp, el distal y el proximal,
son requeridos para la neutralizacion de la actividad de TGFB (154). Sin embargo,
TBRIIl soluble une a TGFB1 con una afinidad (K4 3.5nM) que es comparable al
TBRIII soluble encontrado en fuentes naturales (158). Esta actividad neutralizadora
del TBRIII se ha utilizado como tratamiento de diferentes condiciones inflamatorias
caracterizadas por sefales de TGF[3 exacerbadas. Por ejemplo, el TBRIII soluble
es capaz de prevenir el dafio renal en el modelo de raton obeso diabético (db/db)
(177). Ademas, TRRIII soluble invierte el patrén de respuesta inmune de Th2 a Th1,
incrementando la produccion de iINOS y disminuyendo la fibrosis y carga
parasitaria en un modelo de tuberculosis experimental (178). Interesantemente, el
uso del TRRIIl soluble reduce la progresion de tumores y la angiogénesis en
modelos con injertos de células transformadas derivadas de cancer de prostata y
mama (179-181).

.V.V. Inhibinas y betaglicano como par molecular

Las inhibinas han sido ampliamente estudiadas como antagonistas de la sefal de
activinas principalmente en estirpes celulares del sistema reproductivo.
Independientemente de los modelos de antagonismo que se han planteado, el
modelo que incluye la interaccion con TBRRIII ha sido el mas apoyado debido a la
base estructural-mecanistica que esta implica (figura 8). Este mecanismo consiste
en la union de alta afinidad de inhibinas al ectodominio de betaglicano y la
formacion de un complejo heterotrimérico con ActRlls. La formacion de este
complejo conduce a la exclusion de los receptores Tipo | de activinas (ALK4 vy
ALK2) del complejo de receptores llevando a la inhibicion de la activacion de
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smads y por lo tanto de la transcripcion génica en nucleo (figura 8) (182, 170, 183,
184).
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Figura 8. Participacion del TBRIIl en el antagonismo mediado por inhibinas sobre la senal de

las activinas. (A) Dimeros de activinas e inhibinas. Las activinas estan compuestas de subunidades B y las inhibinas de

a y B. Los ligandos existentes son activina A (BABA), activina B (8BBB), activina AB (BABB), inhibina A(aBA) e inhibina B
(aBB). (B) En la via canodnica de la superfamilia del TGFB, activinas se unen a receptores tipo Il y | desencadenando su
actividad de cinasas en serina, lo cual promueve la activacién de las smads intracelulares. (C) La presencia de TRRIII
mejora la unién de inhibinas a los receptores Tipo |l promoviendo la exclusion del receptor Tipo | (ALK4) potenciando asi el

antagonismo de la inhibinas en las funciones de activinas.

Estudios estructurales han detallado que la interaccion de inhibinas con TBRIII es
altamente especifica, la cual es dada por un epitope especifico (Tyr50, Val108,
Thr111, Ser112, Phe118, Lys119 y Tyr120) de la subunidad a (184). Ademas, la

inhibina B es mas potente que la inhibina A antagonizando la clasica secrecion de
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FSH inducida por activinas en células primarias gonadotropicas y en células LBT2
(185). Aunado a lo anterior, la bioactividad de las inhibinas esta determinada por el
patrén de glucosilacion de la subunidad q, el cual influye en la afinidad de union de
estos ligandos al TBRIIl. Ambas isoformas inhibina A e Inhibina B pueden ser
glucosiladas solo en el sitio Asn268 6 en 2 sitios simultaneamente, Asn268 vy
Asn302, produciendo asi las isoformas de 31kDa y 34kDa, respectivamente (186).
De estas, las isoformas de 31kDa son mas bioactivas que las de 34kD debido a
que presentan una mayor afinidad a TBRIIl indicando que la glucosilacion en la
Asn302 reduce significativamente la union de inhibinas a TRRIIl (186). Esta
dependencia de las inhibinas de mediar sus acciones a través de TBRIII se puede
inferir analizando el patron de expresion de estos componentes. Por ejemplo, se
ha observado que células de la hipdfisis anterior que responden a la sefal de
inhibinas expresan altas cantidades de TBRIIl, mientras que en células
corticotrépicas de la hipdfisis, las cuales responden a inhibinas no expresan TRRIII
(187, 188). Finalmente, varios estudios demuestran que el TBRIII enddégeno en
células primarias gonadotrépicas y en la linea LBT2 es esencial para el
antagonismo de inhibinas en la produccion de la FSH inducida por activinas(189,
185, 190).

A diferencia de TGFs que se unen a 2 regiones en el ectodominio del TRRIII, las
inhibinas solo son capaces de unirse en la region proxima al carboxilo terminal
(con similitud a uromodulina) (170), indicando un sobrelape parcial de sitios de
unidén a TGFsP e inhibinas en el ectodominio de TRRIII (figura 6). Para inhibinas
los sitios en el ectodominio de TBRRIIlI que son requeridos son Ser608, Val614,
Ala615, His619, y Val620 (191). De estos Val614 y Ala615 son criticos para la
union de TGF-B1 (191). De manera interesante, este sobrelapamiento de los sitios
de union de TGFs e inhibinas en el ectodominio de TBRIII se ha traducido en una
regulacion funcional entre estos ligandos. Por ejemplo, inhibina A es capaz de
reducir las sefales de TGF-B2 a través de la internalizacion del TBRIIl en
superficie (192). De forma alternativa, TGFB1 y 2 son también capaces de atenuar

las funciones de inhibinas a través de la reduccion de la expresion y de union de
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inhibinas a TRRIIl (193, 194). Por ultimo, TRRIII confiere la capacidad a las
inhibinas de competir con BMPs en la union BMPRII y actRIls excluyendo a
receptores Tipo | e inhibiendo la sefal de smads inducida por BMPs (195). Esta
competencia de union a TBRIII es explicada por la regidn comun de unidn de estos
ligandos en el extremo carboxilo terminal (similar a uromodulina) del ectodominio
de TBRIII (figura 6). Estos hallazgos sugieren en gran medida que las inhibinas,
mediante TRRIIl, son capaces de restringir y regular el amplio espectro de

funciones de los ligandos de TGFfs y BMPs.

Finalmente, varios estudios resaltan la asociacion de inhibinas y TRRIIl como
genes supresores de tumores epiteliales indicando su importancia como
reguladores homeostaticos de la integridad y funcion de ciertos tejidos,
principalmente reproductivos. Un ejemplo de asociacion entre estos componentes
se ha dilucidado analizando la tumorogénesis en células de la granulosa,
encargadas de secretar estrégenos en el ovario. Se ha observado que en
presencia de estos tumores se observan niveles incrementados de inhibinas
circulantes, y este incremento se asocia a un mecanismo compensatorio de la falta
de responsividad de estos tumores a los efectos mediados por inhibinas (196). De
acuerdo con estas observaciones, el 53% de los tumores de células de la
granulosa presenta una expresion reducida de TBRIII, justificando la pérdida de
respuesta a inhibinas en estos tumores (197). Estudios con el empleo de
construcciones de TBRIIl con mutaciones especificas que limitan la unidén de
ligandos y con el uso del silenciamiento de inhibinas se demostré que las inhibinas
actuan a través de TBRIII para regular de manera negativa la migracion e invasion
de tumores de células de la granulosa (197). Por ultimo, la pérdida de la capacidad
de respuesta a inhibinas se asocia a un fenotipo mas agresivo de lineas epiteliales
de cancer ovarico (198). De manera interesante, la sobreexpresion de TRRIII
resulta en una significativa reduccién de la migracion de estas células, mientras
que, en cambio, el silenciamiento de la expresion de inhibinas mejora la migracion

e invasion celular (144).

56



En conjunto, estos datos sustentan la asociacion funcional entre inhibinas y TERIII

como par molecular en el control de funciones celulares en homeostasis.

I.V.VI. Expresion de TBRIIlI en células del sistema inmune.

Debido a su naturaleza, TBRIII ha sido ampliamente estudiado como un regulador
de las senales de TGF y como un componente esencial en el desarrollo y funcién
de diversos tejidos. Por lo tanto, no es sorprendente que la mayoria de los
estudios hechos hasta el momento acerca de la biologia de TBRIII se hayan
realizado en varios tipos celulares como células epiteliales (199-202), miocitos
(172, 203), células de ovario y testiculo (187, 204), fibroblastos (205, 199), entre
otros. Sin embargo, algunos estudios reportan la expresiéon de TRRIII en tipos
células del sistema inmune como son neutréfilos (206), células dendriticas (207),
macréfagos (208) e inclusive en células T (209, 210). La mayoria de estos
estudios no se centran directamente en TBRIIl ni tampoco abordan un posible
papel funcional en estas células. El unico reporte que aborda un papel de TRRIII
en el sistema inmune es en células dendriticas, el cual propone al TRRIII
expresado en estas células como un regulador determinante de la accién
supresora de TGFB1 en la capacidad aloestimuladora de linfocitos T (207). De tal
forma es importante sefialar que se desconoce en gran medida el papel de TERIII
en células del sistema inmune como los linfocitos T, los cuales veremos a
continuacion que son sujetos a las sefiales mediadas por ligandos de TRRIIl como
son TGFBs, BMPs e inhibinas.

ILVI. Papel de los miembros de TGF-B durante el

desarrollo de linfocitos T.

VL. TGF-Bs

De las tres isoformas de TGF-§ (1-3), TGF-B1 es considerado el factor
immunologico por excelencia debido a su requerimiento en la regulacién del

desarrollo de linfocitos T, mantenimiento de la homeostasis de las células T
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periféricas y su papel en la diferenciacién de células T durante una respuesta
inmune (211). El papel crucial de este factor queda evidenciado en el fenotipo del
raton deficiente de TGF-B1, el cual muestra un 50% de letalidad intrauterina y una
excesiva inflamaciéon en diversos tejidos (212-214). El timo de estos ratones
presenta una celularidad reducida, una meédula hiperplasica y una corteza
reducida (213). Ademas, los timocitos presentan una respuesta proliferativa muy
reducida a la estimulacion in vitro con diversos mitdégenos (213). Por otro lado, los
ratones deficientes de TGF-B1 jovenes muestran un defecto en la seleccion y
maduracion de la subpoblacion de timocitos DP y un incremento de timocitos DN y
CD4 cuando son comparados con ratones recién nacidos (214). Por otro lado, se
ha observado la expresion de todas las isoformas de TGF-$ en el timo. TGF-B1y
TGF-B2 son expresadas en células epiteliales de la corteza y de la zona
subcapsular de timos fetales y adultos de raton, las cuales regulan la progresion a
ciclo celular y diferenciacion de timocitos CD4'CD8" a timocitos DP (figura 9)
(215).

Existe gran evidencia que apoya la idea de que la accion coordinada de
TGFBs en los tejidos linfoide y estromal es importante para un optimo desarrollo
de linfocitos T. Se ha descrito que TGF-B3 y TGF-B1 regulan la secrecion de
citocinas en células epiteliales timicas humanas (figura 9)(216). De hecho, se ha
observado que la subpoblacion triple negativa (CD3'CD4°CD8") expresa la forma
latente de TGFp que puede ser activada tras la interaccion de esta subpoblacién
con células CD3'CD8" y asi regular de manera autédcrina su proliferacion en
respuesta a citocinas como IL-2, IL-4 e IL-7(216). Asi mismo, TGF-f1 puede
inducir la expresion de CD8 en la subpoblacion CD25" triple negativa (TN: CD3"
CD8CD4) cultivada en presencia de IL-7 (figura 9) (217). Esta expresion de CD8,
previa a la expresion de CD3 y CD4, origina una subpoblacion intermedia (CD3

CD4°'CD8a."f") que continua su diferenciacion a timocitos DP (218).

De manera paralela, TGF-$1y TGF-p3 regula la expresion de las citocinas IL-1a,
IL-18, IL-6 y LIF (Leukemia Inhibitory Factor) inducidas por EGF (Epidermal

Growth Factor) en TECs humanas (figura 9) (219). En cultivos de timos fetales,
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TGF-p1 y TGF-p2 agregado al medio de cultivo induce una disminucion del 90%
en el crecimiento de los timocitos, de manera dosis dependiente. Las dos
isoformas modifican en numero las subpoblaciones en desarrollo: los timocitos
DN, DP y CD4" disminuyen considerablemente, mientras que los numeros
absolutos de timocitos CD8" se mantienen normales (220) . En el caso de las
subpoblaciones de DN, los timocitos DN1 incrementan en gran proporcion,
mientras que los timocitos DN3 y DN4 disminuyen de manera considerable,
sugiriendo que TGF-f induce un bloqueo importante en el estadio DN1 (figura 9).
De manera contraria, los timocitos CD8" generados por el tratamiento de TGF-$
presentan un fenotipo maduro CD3"CD8a."B". Ademas, mediante un andlisis de
ciclo celular se observd que TGF-f puede participar de manera directa en el
compromiso de células DP hacia el fenotipo CD8" o inhibiendo la diferenciacion
hacia células T CD4" (figura 9) (220).

Figura. 9. Efectos de los TGFBs en el desarrollo de linfocitos T. TGFp1, TGFB2 y TGFB3 son
producidos por celulas epiteliales dentro del timo. TGF1 y TGFB2 afectan el desarrollo de timocitos en los estados de DN1,
DP y SP CD4". TGFB1 promueve maduracién a ISP (intermediate single positive) y al igual que TGFB2 induce la
maduracién hacia SP CD8". Por su parte TGFB1 y TGFB3 bloquean la secrecién de citocinas por células estromales. El

receptor tipo | ALK5 es preferencialmente expresado por células SP. Tomado de Licona-limon P & Soldevila G, 2007.
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Recientemente, se ha caracterizado la expresiéon de receptores Tipo | y I, la
proteina Smad2 asi como su forma fosforilada en los distintos compartimentos del
timo. La expresion del receptor ALKS (TPRI) y el receptor Tipo Il es alta en
meédula, mientras que en la corteza ALK5 se expresa considerablemente y de
manera heterogénea. Por ultimo, el receptor Tipo Il se expresa a bajos niveles en
todo el timo (221). La expresién de Smad2 asi como su forma fosforilada se
presenta importantemente en la médula y la region subcapsular, y en la corteza se
presenta de manera heterogénea. Los timocitos DN y SP expresan Smad2,
mientras que en timocitos DP la expresion es muy baja. La estimulacion de
timocitos in vitro con TGF-g induce una mayor fosforilacion de Smad2 en timocitos
SP mientras que en timocitos DN es menor. Este patron de fosforilacion inducido
por TGF-B conforme al avance de los distintos estadios de diferenciacion en el
timo, es compatible con la distribucion celular de los receptores TPRIIB y ALKS
(figura 9) (221). No obstante, el hecho de que la estimulacion del TCR en linfocitos
T induzca una mayor cantidad de Smad2 fosforilada (222) sugiere una potencial

interaccidn entre las vias de TGF- y las desencadenadas por el TCR.

Finalmente, el raton transgénico que expresa una forma dominante negativa de
TPRRII bajo el control del promotor para el receptor CD4 manifiesta varias
respuestas autoinmunes causadas por una disfuncion en la actividad de células T,
aunque los procentajes de timocitos en desarrollo son similares a los de un ratén
normal (223). Sin embargo en ratones deficientes de TpRII, se demostré que TGF-
[ no es necesario para que la transicidon de los estadios en desarrollo ocurra
normalmente pero si importante en regular la entrada a ciclo celular de timocitos
CD8" (224). Se ha propuesto que TGF-B podria regular el compromiso de
timocitos DP al fenotipo CD8*, modulando la proliferacion celular de esta
subpoblacion diferenciada (figura 9). Otra funcion importante del TGF31 en el timo
es la capacidad de proteger a las células T reguladoras naturales vy
convencionales de la apoptosis promovida por los eventos de seleccion en el
timo(84), el cual es un mecanismo distinto al observado por TGFB en la

diferenciacion de células T reguladoras periféricas.
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[.VILIl. BMPs

El papel de la familia de BMPs ha sido poco descrito en el desarrollo de células T.
Sin embargo, BMP-2 y BMP-4 son expresados preferencialmente en el estroma
timico. Los receptores BMPR-IA, BMPR-IB, BMPR-Il asi como las Smads (1, 5y
8) son expresados en el estroma timico y en los timocitos (figura 10) (225-227).
Los reguladores negativos de la sefializacion de BMP2/4 como Noguina, Cordina y
Tsg también son expresados en el timo de manera diferencial. La proteina
Noguina se expresa en bajas cantidades por el estroma (226), Cordina es
expresada en el estroma y en menor grado en timocitos (225, 226), mientras que

en el estroma y en timocitos se expresa Tsg (twisted gastrulation) (figura 10) (225).

Se ha descrito que la sefializacién mediada por BMP2/4 regula la diferenciacién de
timocitos en varios estadios. Por ejemplo, BMP2/4 disminuye los porcentajes de
timocitos DN2, DN3 y DN4, debido a que inhibe la proliferacion de timocitos DN1
(figura 10). Este efecto puede ser revertido al agregar Noguina de manera
exoégena en FTOCs (226). Por otro lado, la expresion de Tsg inducida por la
senalizacion del pre-TCR permite el avance hacia el estadio DP en timocitos
CD25*'CD44'RAG1™" estimulados con un anticuerpo anti-CD3 (figura 10). De
manera paralela, Tsg revierte la inhibicion de la diferenciacion de timocitos DN a
DP mediada por BMP-4, sugiriendo que la sefalizacion del pre-TCR induce la
expresion de Tsg para contrarrestar el efecto inhibidor de BMP-4 y continuar con

la diferenciacion hacia el estadio DP (figura 10) (225).

61



Figura. 10. Efectos de las BMPs en el desarrollo de linfocitos T. BMPs regulan la transicién
DN-DP durante el desarrollo. BMP2, BMP4, cordina y nogina son producidos por células
estromales. BMP2 y BMP4 regulan negativamente la transicion de DN1 a DN2 y de DN3 a DN4.
BMP7 and Tsg son también producidos por los timocitos. La sefializacién inducida por el pre-TCR y
el TCR promueve la secrecion de Tsg, el cual revierte el arresto promovido por BM2 y BMP4
permitiendo que la diferenciaciéon continue hacia células SP. Tomado de Licona-limon P & Soldevila G,
2007.

Interesantemente, el factor de transcripcion Schnurri-2 (Shn-2) es requerido en el
proceso de la seleccién positiva. Shn-2 junto con Mad-Medea son parte de la via
de senalizacién de Dpp (Decapentaplegic) que se presenta en Drosophila, las
cuales son representantes ortdlogos de las vias de TGF-g, Activinas/Inhibinas y
BMPs en vertebrados. En el raton deficiente de Shn-2 se presenta una
disminucion considerable de las subpoblaciones CD4" y CD8", ademas la
condicion heterocigota de este factor (Shn-2*") conlleva una disminucién de estas

subpoblaciones, pero en menor grado (228).

De manera contraria, se ha descrito que las sefales de BMPs son requeridas para

el mantenimiento celular del estroma timico y no para el desarrollo normal de
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timocitos, debido a que mediante la expresidn transgénica de Noguina bajo el
control de un promotor de Foxn1 que especifica esta expresion a la células
epiteliales del estroma, los timocitos se desarrollan normalmente comparado con
un raton silvestre, mientras que el estroma timico se observa displasico y reducido
en tamano (229). Aunque este resultado contradice el papel de BMPs en regular la
diferenciacion en DN1 y desde DN3 hacia DP aun es necesario realizar mas
estudios que aclaren los papeles funcionales que desempefian la familia de BMPs
en el desarrollo de linfocitos T.

[.VLII. Inhibinas y activinas

Hasta la fecha, se han realizado muy pocos estudios que investiguen el papel de
la subfamilia de activinas/inhibinas en el desarrollo de células T. Sin embargo, se
ha observado que activina A inhibe la proliferacion de timocitos de rata
estimulados a la par con los mitdgenos ConA (Concanavalin A) y PHA
(Phytohaemagglutinin) antagonizando la sefial de Inhibina, la cual promueve
proliferacion celular (230). La activina A puede ejercer funciones diferentes
dependiendo del ambiente de citocinas que regulen la respuesta proliferativa de
células T. Por ejemplo, activina A disminuye el crecimiento de los timocitos
mediante la inhibicion de la produccion de IL-6, sin embargo al agregar IL-6 de
manera exdgena, activina A es capaz de aumentar la proliferacion celular inducida

por esta citocina (231).

Recientemente se ha reportado que las subpoblaciones de timocitos se
encuentran bajo influencia de activinas/inhibinas. En el timo se expresan los
receptores ALK4, ActRIIA, ActRIIB y las proteinas Smad2, Smad3 y Smad4 (figura
11). El receptor ALK4 se expresa moderadamente en la médula y en niveles bajos
en la corteza. A diferencia de ActRIIB, la expresidon de ActRIIA es alta en médula y
corteza (221). La expresion de ALK4 es mayor en la subpoblacion DN y disminuye
durante la maduracion a timocitos SP (figura 11) (221, 232). Mediante un analisis
cuantitativo, nuestro laboratorio demostro que la expresion de ActRIIA se restringe

principalmente al estroma del timo, mientras que en timocitos esta expresion es
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muy baja. Por su parte, la expresion de ActRIIB es mayoritaria en la subpoblacion
DN vy en el estroma timico, mientras que en timocitos DP se expresa en menor
grado (232).

La expresion de Smad2 asi como su forma fosforilada es alta en médula y en la
region subcapsular, mientras que en la corteza la expresion es heterogénea (221).
Sin embargo, un analisis mas detallado de la expresion, no solo de Smad2 sino de
Smad3 y Smad4, indico que la mayor expresidn de estas proteinas ocurre en la
subpoblacion DN y disminuye en los siguientes estadios de diferenciacion (figura
11) (232). Aunado a lo anterior, todas las subpoblaciones de timocitos responden
a la estimulacion in vitro con Activina A, presentando mayor fosforilacion de
Smad2 en las subpoblaciones DN1 y DN2 (figura 11). Cabe sefalar que esta
fosforilacion decrece con el avance en los estadios de desarrollo correlacionando

con la disminucion de la expresion del receptor tipo | ALK4 (figura 11) (221).

Las subunidades PBA, fB y a que conforman a los ligandos de la familia de
Activinas/Inhibinas también se expresan en el timo (figura 11). De todas ellas la
subunidad a de inhibinas es la mas expresada por el estroma de timo fetal y
adulto, comparado con los niveles detectados de BA y BB. Por otro lado, en
timocitos, la expresion de la subunidad BA es baja, mientras que la subunidad B y

la subunidad a no son detectadas (232).
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Fig. 11. Efectos de las activinas/inhibinas en el desarrollo de linfocitos T. Los componentes
ALK4, ActRlls y smads (2, 3 y 4) son expresados en timo fetal y adulto, preferencialmente en
estados de desarrollo mas tempranos correlacionando con la responsividad de estas células hacia
activina A. La subunidad a de inhibinas es mas abundante que las B s que conforman a las
activinas. En FTOCs, ambas activinas e inhibinas regulan la transicion de DN a DP, y de DP a
CD4" y CD8". Analisis de FTOCs deficientes de inhibinas muestran un retraso en la diferenciacion

de timocitos, especificamente en la transicion DN2-DN3 y de DN a DP. Tomado de Aleman-Muench GR
& Soldevila G, 2012.

En el laboratorio hemos demostrado que las sefales de activinas e inhibinas
regulan puntos de control especificos durante el desarrollo de las células T (233,
234). A pesar del antagonismo funcional reportado en células del sistema
reproductivo, ambas activina A e inhibina A agregadas en FTOCs promueven la
transicion de DN3 a DN4 (figura 11) (233). Este hallazgo sugiere un papel positivo
durante el proceso de la seleccidon (. Sin embargo estos factores regulan
diferencialmente la transicion DN4-DP . Por su parte activina A induce una
acumulacion de una poblacion intermedia entre DN4 y DP caracterizada
fenotipicamente como CD8*HSA"TCR", mientras que inhibina A en cambio
promueve la transicion directa de DN4 a DP (figura 11). Por otro lado, ambos
ligandos promueven la diferenciacion hacia SP CD8, lo cual sugiere un papel
potencial en el compromiso hacia SP CD8" (figura 11) (233). De manera

interesante, datos preliminares obtenidos en nuestro laboratorio indican que las
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inhibinas, son capaces de inducir la fosforilacion de Smad2/3 en timocitos murinos
y en una linea celular de linfocitos T humanos. Sin embargo, se requiere de un
estudio mas detallado acerca del mecanismo molecular con el cual ocurre esta
fosforilacién. Finalmente, en el laboratorio hemos descrito que las inhibinas
endogenas, expresadas en abundancia en el timo, regulan positivamente la
transicion en desarrollo de DN a DP y mantienen los numeros de forma normal de
los timocitos en desarrollo indicando una posible regulacion de las senales de

sobrevivencia presentes en el timo (figura 11) (233, 234).
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Il. Justificacion

67



‘Dado que los miembros de la superfamilia del TGFB, incluidas las
inhibinas, regulan importantes puntos de control durante el desarrollo
de linfocitos T, y considerando la union de alta afinidad de estos
ligandos con TRRIII, es necesario investigar si este proteoglucano esta
expresado diferencialmente en timocitos y si actua como un
componente regulador del desarrollo y diferenciacion de los linfocitos
T. Puesto que la funcion de otros miembros de la superfamilia del
TGFB, tales como BMPs, puede ser modulada por la sefalizacion
inducida por el pre-TCR en timocitos, es posible que la expresion y/o
funcién de TRRIII esté regulada por vias de senalizacion inducidas por

la activacion del TCR”.
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lll. Hipotesis



* TBRIIlI se expresa diferencialmente en el timo y regula el proceso
de desarrollo de linfocitos T.

* La expresion de TPRRIIlI esta regulada por sehales transducidas
por el TCR.
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IV. Objetivos



Objetivo general

Investigar la expresion y funcion de TRRIIl durante el desarrollo en timo y
diferenciacion de linfocitos T en periferia.

Objetivos particulares

* Caracterizar la expresion de TBRIIl en el timo y en las diferentes
subpoblaciones de timocitos.

* Investigar la funcién de TBRIII durante el desarrollo de los linfocitos T.

* Determinar la expresion de TBRIII en linfocitos T periféricos.

* Investigar si las sefales derivadas de la activacion del TCR regulan la
expresion de TRRIII.

® Investigar la funcion del TRRIIl durante la diferenciacion de linfocitos T
dependiente de TGFB, dentro de los que destacan las células T

reguladoras.
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V. Diseno experimental
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1. CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DE BETAGLICANO EN TIMO

Modelo Técnica experimental
> RT-PCR
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—_— —_— : =
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2. EVALUACION DE LA FUNCION DE BETAGLICANO EN EL DESARROLLO DE LINFOCITOS T
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3. CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DE BETAGLICANO EN LINFOCITOS T PERIFERICOS

Modelo Técnica experimental
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Figura 12. Disefio experimental. Los disefios 1 y 2 abarcan la caracterizacion de la expresion y
funcion de TRRIIl en timo, mientras que los disefios 2 y 4 se enfocan en la descripcion de la
expresion y funcion de TERII en células T periféricas.
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VI. Materiales y méetodos



Ratones

En este estudio se utilizaron ratones de 4 a 6 semanas de edad en fondo genético
C57BL/6. En el caso de experimentos con embriones deficientes para betaglicano
(TBRII) los ratones hibridos 129/sv con C57BL/6 fueron retrocruzados por mas de
4 generaciones al fondo C57BL/6. Una vez obtenidas en este fondo genético, se
obtuvieron embriones TBRIII"*, TRRII"" y TRRIII™ de hembras heterocigotos
embarazadas al dia 14 de desarrollo (173). Ademas, también se realizaron
experimentos con ratones knock-in Foxp3-EGFP (235), los cuales fueron
obtenidos del laboratorio de Jackson. Todos los procedimientos en el manejo de

animales fueron realizados de acuerdo a las reglas éticas institucionales.

Lineas celulares
Se utilizaron las siguientes lineas celulares: lineas de miocitos L6E9 (negativa
para TRRIII) y BG22 (positiva para betaglicano), la linea de linfoma humano CD4"

Jurkat E6 y la linea de timoma murino EL4.

Aislamiento de RNA y RT-PCR

Se extrajo ARN total a partir de timos fetales y adultos, de células estromales de
timos fetales del dia 15 de desarrollo, de las lineas celulares de mioblastos L6E9
(control negativo de expresion de TRRIII) y de la linea BG22 (control positivo). De
forma alternativa, se extrajo ARN de testiculo y cerebro como controles positivos.
Las células estromales fueron purificadas después del tratamiento de timos fetales
durante 5 dias a 37°C y a 5% CO, con 1.35mM de 5’ -deoxiguanosina.

Para analizar la expresion del ARN mensajero de TPBRIlIl en la principales
subpoblaciones de timocitos en desarrollo (DN, DP, CD4" y CD8") suspensiones
de timocitos fueron tefidos con anticuerpos anti-CD4PE y anti-CD8PE-Cy5.
Posteriormente se sortearon 5-10 x 10° timocitos por cada subpoblacién (DN, DP,
CD4" y CD8") en un cell sorter del citometro FACs ARIA. Una vez purificadas las
poblaciones, se extraj6 el ARN de cada una de ellas usando el reactivo RNA-

STAT60 de acuerdo al protécolo estandar proporcionado por la compaiia.
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Posteriormente se trataron de 5 a 10pg de ARN con el reactivo de “DNA-free” con
el fin de remover los restos de ADN presentes en las muestras. La calidad e
integridad del ARN obtenido fue evaluado mediante una electroforesis
convencional en geles de agarosa y cuantificacion por espectrofotometria. Una
vez evaluado el ARN se procedié con la sintesis de ADN complementario
mediante una reaccion de retrotranscripcidn reversa usando la enzima RT M-MLV
en presencia de oligo dT durante 50 minutos a 37°C. Por ultimo, con el fin de
confirmar la ausencia del exon 2 del gen TGFBR3 (TBRIIl ) también se extrajo
ARN y se gener6 ADNc de embriones derivados de cruzas con ratones

heterocigotos para el gen TGFBR3 (173).

PCR en tiempo real

La cuantificacion de la expresion de TBRIII a nivel de mensajero fue llevada a cabo
mediante PCR en tiempo real. Los oligos fueron disefiados con el fin de obtener
productos pequefios ideales para la reaccion en tiempo real, el producto obtenido
fue de 64 pares de bases. Los siguientes oligos fueron usados: TRRIII sentido 5 -
GCCAGACGGCTACGAAGATTT- 3, TRRIII anti-sentido 5'-
AACACTACCACTCCAGCACGG- 3,8 -Actina sentido 5 -
TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC- 3° ypB -Actina anti-sentido  5'-
TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG- 3°. La medicion y analisis de la expresion
génica fue realizada mediante la amplificacion de ADNc con el kit de “SYBR green
PCR” para posteriormente ser analizado en el software de deteccion de
secuencias ABI PRISM 7000. La condiciones de amplificacion para betaglicano y
B-actina fueron un paso inicial de 5 min a 95°C, seguido por 40 ciclos de 30
segundos a 95°C, 1 min a 58°C y 1 min a 61.3°C. las reacciones fueron realizadas
en triplicado incluyendo los controles negativos. Posteriormente, se corrio un
programa de amplificacién obteniendo perfiles por cada amplificacion realizada. El
contenido de ADNc fue normalizado substrayendo el numero de copias del gen
endogeno de referencia B-Actina del numero de copias del gen blanco (ACt= Ct of
target gene - Ct of B-Actin). La expresion especifica de cada gen fue calculada

usando la formula 24V, La expresién normalizada fue corroborada con los
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valores de amplificacién calculados de los diagramas que muestran la eficiencia
de amplificacidén para cada gen. Por ultimo, los productos obtenidos después de la
reaccion fueron analizados mediante electroforesis convencional en geles de

agarosa al 2% (gr/v) con el fin de corroborar pureza y tamafos de los productos.

Analisis por citometria de flujo

Suspensiones de células se obtuvieron a partir del disgregado de timo, bazo vy
ganglios, y en algunos casos se obtuvieron células circulantes de sangre
periférica. La sangre periférica fue sujeta a lisis de eritrocitos con solucion ACT
durante 8 minutos a temperatura ambiente. Para bloquear la union inespecifica de
inmunoglobulinas se incubd con anti-CD16/CD32 (2.4G2) durante 20 minutos a
4°C. Posteriormente, diferentes juegos de anticuerpos fueron utilizados para
identificar las distintas subpoblaciones de timocitos y linfocitos T. Los anticuerpos
usados fueron: anti-CD4FITC (RM4-5), anti-CD44PE (Pgp-1, Ly-24), anti-CD4PE
(L3T4), anti-CD8PE (Ly-2), anti-CD19PE (1D3), anti-CD25 conjugado a biotina
(7D4), anti-CD4PeCy5 (L3T4), anti-CD8PE-Cy5 (Ly-2), anti-CD4APC (RM4-5) and
anti-caspasa 3 activa acoplada a PE, todos ellos de BD Biosciences. Para
detectar la expresion de TBRIIl por citometria de flujo se utilizé un anticuerpo
policlonal anti-TRRIII (proporcionado por el Dr Casillas del IFC, UNAM) y un anti-
TBRIIAPC. También se utilizaron anticuerpos secundarios anti-rabbit IgG
conjugado a FITC, un anti-rabbit conjugado a PE y una estreptavidina conjugada a
APC. Las tinciones se llevaron a cabo a 4°C durante 20-30 minutos y
posteriormente fueron fijadas en buffer con paraformaldehido al 4%. Las muestras
fijadas fueron capturadas en los citometros FACs Calibur, FACs ARIA (BD
Biosciences) y en el citobmetro Atunne (Life Technologies). Los datos generados
fueron analizados con el software FlowJo (Tree Star).

Tipificacion de genotipos por PCR

Se obtuvieron muestras de colas de ratones adultos y embriones, las cuales
fueron digeridas con NaOH (1M) durante 3 horas a 100°C y posteriormente
tratadas con Tris 1M (pH 8.0) y centrifugadas durante 10 minutos a 100°C. El
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sobrenadante fue recuperado y tratado con fenol-cloroformo para extraer el ADN.
La amplificacion de los alelos mutantes y silvestres de TBRIIl de embriones del dia
14 de desarrollo fue llevada a cabo con los siguientes oligos: P1 5'-
ATTGTGTTCATAGGTCCAGA-3", wt 5-CCTAGTCCTTGGTCTGTACT-3", y Neo
5- TAGGGTTCCGATTTAGTGCT- 3". El siguiente programa de amplificacién fue
usado: 1 minuto de desnaturalizacién inicial de 94°C, 35 ciclos que comprenden 1
minuto de desnaturalizacidon a 94°C, un paso de alineacion de 1 minuto a 53°C, un
paso mas de elongacion de 1 minuto a 72°C, y 1 ciclo final de 72°C durante 5
minutos. Los productos obtenidos fueron analizados en geles convencionales de

agarosa al 1%.

Western-blot

Se obtuvieron lisados celulares a partir de 10 x 10° células y posteriormente
centrifugados durante 10 minutos a 15, 000 x g a 4°C y los sobrenadantes fueron
separados de las pastillas celulares y mantenidos en hielo por una hora antes de
ser usados. Las proteinas fueron separadas en geles SDS-PAGE al 10%
dependiendo de la proteina de interés a ser detectada. Después de haber corrido
las muestras mediante electroforesis, se llevd a cabo la transferencia en
membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF), y posteriormente las membranas
fueron bloqueadas usando albumina sérica bovina en polvo al 4% en tween 20 al
1%. Las membranas fueron hibridizadas usando el anticuerpo primario anti-TBRIII
(Cell signaling) y un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano
(HRP) antes de ser visualizado por quimioluminiscencia. Como control de carga,
se llevé a cabo un inmunoblot con el anticuerpo anti-f3 actina (provisto por la Dra.

Isaura Meza, Cinvestav).

Cultivos de timos fetales (FTOC).

La extraccion de timos fetales de embriones fueron obtenidos de ratones hembras
TBRIII"" embarazadas al dia 14 de desarrollo. Después de que fueron genotipados
mediante PCR como anteriormente se describe, los timos fetales se cultivaron en

cajas de 6 pozos sobre membranas millicell de un poro con un tamafo de 8um en
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un volumen de 1 ml de medio Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM) suplementado
con 10% de suero fetal bovino al 10%, 20mM HEPES, 0.1mM MEM de
aminoacidos no esenciales, L-glutamina 2mM, 0.05 mM 2-mercaptoetanol y 1% de
penicilina/estreptomicina (todos los reactivos de Invitrogen). El medio de cultivo
fue refrescado cada tercer dia. En cultivos de timos fetales en condiones de
bloqueo para betaglicano, lo anticuerpos fueron colocados al dia 0 y refrescados al
dia 3 de cultivo. Los timos fetales fueron disgregados al dia 0, 3y 7, y los timocitos
fueron contados y tefiidos con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25 y anti-
CD44 para su posterior captura y analisis en los citometros FACs Calibur y FACs
ARIA I.

Ensayos de estimulacion in vitro de linfocitos T

Se realizaron ensayos de estimulaciéon de linfocitos T primarios mediante el
entrecruzamiento in vitro con anticuerpos anti-CD3CD28 a distintos tiempos. Se
extrajeron ganglios periféricos (excepto los meséntericos) y células de bazo
mediante disgregado mecanico. Las suspensiones de células de bazo fueron
sujetas a lisis de eritrocitos con buffer ACT durante 8 minutos a temperatura
ambiente. En algunos experimentos se procedid teiir las suspensiones celulares
marcando CD62L, CD44 y CD25 para su posterior purificacion mediante “sorting”
celular en el citbmetro FACs ARIA. Posteriormente, las células fueron
resuspendidas en medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB), se contaron y se evaluo la viabilidad de estas por exclusién de tripano.
Previo a la estimulacion, se prepararon placas de 48 pozos y 96 pozos com
anticuerpos anti-CD3CD28 de la siguiente manera. Primero se pego6 a placa un
anticuerpo goat anti-syrian hamster (5ug/ml) en buffer de carbonatos durante 1
hora a 37°C , se realizé un lavado con PBS y se procedi6 a la incubacion de los
anticuerpos anti raton CD3 (2C11) y anti-CD28 (37.51) ambos a una concentracion
de Spg/ml durante 1 hora a 37°C. Finalmente, se recuperaron las soluciones de
anticuerpos y se guardaron para su posterior reuso y los pozos se mantuvieron en
PBS a 4°C hasta iniciar la estimulacién. Se repartieron la células en cada pozo a
una densidad de 0.5 x 10° por cada mililitro y cada condicién de estimulo se
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realiz6 por triplicado. Como control de estimulo y de evaluacion de la
responsividad de las células, estas se estimularon con PMA (20nM) e ionomicina
(200ng/ml). Los analisis se llevaron a cabo cada 24 horas hasta el dia 7 de cultivo.
En cada tiempo las células se recuperaron y se tifieron con anticuerpos dirigidos a
CD4, CD8, CD3, CD25, CD62L, CD44 y betaglicano. Las muestras fueron fijadas
con PBS 4% de paraformaldehido y capturadas en el citometro FACs calibur (BD).

Ensayos de apoptosis

En esta tesis se realizaron dos aproximaciones para evaluar los niveles de
apoptosis en cultivos de timos fetales: tincion con anexina-V/7AAD, y tincidén
intracelular para caspasa 3 activa. Para el analisis con anexina-V/7AAD, las
suspensiones de timocitos fueron tefidos con anti-CD4, anti-CD8, anexina V vy
7AAD en el buffer especifico de anexina-V durante 30 minutos a 4°C.
Posteriormente las células fueron lavadas con el buffer de anexina-V y finalmente
resuspendidas en buffer de fosfatos para su captura inmediata en un citdmetro. En
el caso de la tincidn para caspasa 3 activa las células fueron tefiidas inicialmente
para marcadores de superficie en un buffer que consiste de PBS 2%SFB durante
20 minutos a 4°C. Posteriormente las células fueron permeabilizadas con 100
microlitros de buffer fix/perm (BD biosciences) durante 2 hrs a 4°C. Las células
permeabilizadas fueron lavadas dos veces en un buffer de permeabilizacion (BD
biosciences) y después incubadas con un anitcuerpo anti-caspasa 3 activa
acoplado a PE durante 30 minutos a 4°C. Finalmente, las células fueron lavadas
dos veces en el buffer de permeabilizacion y fijjadas con un buffer de
paraformaldehido al 4% para su posterior captura en un citometro de flujo.

Generacioén in vitro de células T reguladoras Foxp3®.

Para la conversion in vitro de células T reguladoras Foxp3® se obtuvieron células
de ganglios y bazos de 4-6 ratones knock-in Foxp3-EGFP. Por cada raton se
mezclaron las células obtenidas de ganglios y bazo y posteriormente se tifieron
con anticuerpos anti-CD4, antiCD8, anti-CD25 y anti-TRRIIl durante 20 minutos a
4°C en medio RPMI completo suplementado con 10% de SFB. Posteriormente se
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hizo un lavado con PBS estéril sin SFB y se resuspendieron las células de cada
raton en 2 ml de PBS y se filtraron a un nuevo tubo en mallas de 150 micras con el
fin de eliminar los restos de tejidos presentes. La poblacion CD4"CD25Foxp3 fue
electronicamente purificada usando el cell sorter del citdmetro FACs ARIA. Las
células fueron recuperadas en medio RPMI 10% SFB, centrifugadas 5 minutos a
1500 rpm y resuspendidas en 1 ml de medio completo para su posterior conteo y
evaluacion de viabilidad. De forma simultanea se preparan las condiciones de
conversion con los estimulos de anti-CD3 (10ug/ml) previamente pegado a placa y
de forma soluble anti-CD28 (2ug/ml) y TGFB1 (5ng/ml). Como controles, se
prepararon condiciones de solo anti-CD3 (10ug/ml, pegado a placa) y anti-CD28
(2ug/ml) soluble, y alternativamente estimulos Optimos de anti-CD3 (10ug/ml) y
anti-CD28 (10ug/ml), ambos pegados a placa. Las células CD4"CD25Foxp3
fueron cultivadas por triplicado durante 5 dias a una densidad 2 x 10° células por
cada mililitro de medio RPMI completo. Al dia 5 de cultivo, las células se
recuperaron, lavadas y tefidas con anti-CD25PE-Cy5 y anti-TBRIII-APC para su
posterior captura y analisis del Foxp3-EGFP en el citdmetro FACs Calibur (BD).

Analisis estadisticos.

Todos los resultados son mostrados como promedios y con valores de error
estandar. Para los analisis de timos fetales bajo bloqueo usando el anticuerpo anti-
TBRIII, una prueba T de student pareada fue realizada para comparar I6bulos
controles y I6bulos tratados por cada timo fetal. Para el resto de experimentos, una
prueba T de student no pareada fue realizada. Se consideraron diferencias
significativamente estadisticas todos los valores de p que estuvieran debajo de
0.05. En las graficas los numeros de asteriscos son mostrados como p <0.05(*) y
p<0.01(**). Todos los analisis fueron realizados con el programa Prisma V4.0.
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VIl. Resultados



VIl.I. El ARN mensajero de TBRIlIl se expresa en timocitos y en
células estromales timicas

Dado que las inhibinas, TGFBs y BMPs se expresan en el timo, el primer paso de
este proyecto fue averiguar la expresion de TBRIIl en el timo a nivel de mensajero.
Datos obtenidos por una RT convencional muestran que TBRRIlIl se expresa
abundantemente en timo completo (estroma y timocitos) y en timocitos aislados
(Figura 13A). Esta expresion detectada en timo es comparable con los niveles
observados en cerebro y testiculo, los cuales son tejidos donde se ha reportado
expresion abundante de este proteoglucano (figura 13A).

Considerando que los primeros eventos de desarrollo de linfocitos T inicia con la
entrada de progenitores linfoides al rudimento timico al dia 13.5 de desarrollo y
dado que los miembros de la superfamilia del TGFB regulan la diferenciacién
temprana de linfocitos T, se analiz6 la expresion de TBRIIl en timos en etapa fetal.
Para llevar a cabo este analisis, se gener6 ADN complementario a partir de ARN
mensajero obtenido de timos fetales del dia 14, 15 y 16 de desarrollo. Como se
muestra en la figura 13B, la expresion de TBRIIl muestra una tendencia a
incrementar al dia 15 fetal (1.38 + 0.17; p=0.06) comparado con los niveles
observados en los dias 14 (0.92 + 0.06), 16 (0.96 + 0.08) de desarrollo y timo
adulto (1.05 + 0.22).

Con el fin de determinar si los timocitos y células estromales podrian expresar
diferencialmente el ARN mensajero para TBRIIl, se gener6 ADNc a partir de
poblaciones de timocitos (DN, DP, SP CD4 y CD8) purificadas por sorting celular y
a partir de células estromales purificadas después de un tratamiento con 5'-
deoxiguanosina. El analisis de PCR en tiempo real muestra que las células
estromales timicas expresan niveles elevados del ARNm de TRRIII (2.00 £ 0.37)
(figura 13C). Adicionalmente, los datos muestran que el ARNm de TBRIIl se
expresa abundantemente en la subpoblacion SP CD4%(1.71 + 0.22), mientras que
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las subpoblaciones DN (0.42 + 0.03), DP (0.38 + 0.14) y SP CD8" (0.39 + 0.006)
expresan niveles disminuidos del ARNm de TBRIII (figura 13C).
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Figura 13. El ARN mensajero del TBRIIl es expresado en timo murino fetal y adulto. (A) RT-
PCR utilizado para amplificar un producto de 64 pares de bases del ADNc de timocitos y timo entero adulto. Como muestras
control se utilzd cerebro (Br), testiculo (Te), una linea de miocitos establemente transfectada con TBRIIl (BG), y como
controles negativos se utilizé la linea parental de miocitos L6E9 (L6). (B) Cuantificacion de la expresion de TRRIII mediante
PCR cuantitativa en tiempo real a partir de muestras de ADNc obtenido de timos adultos y timos fetales del dia 14, 15y 16
de desarrollo. (C) Cuantificacion de la expresion de TRRIII por PCR en tiempo real en poblaciones de timocitos sorteadas
DN (CD4°CD8’), DP (CD4'CD8"), CD8" y CD4". Str (estroma timico del dia 15 de desarrollo) y Ad (timo adulto). Los valores

-Act:

representan la expresion relativa (27) £+ SEM de tres muestras analizadas por triplicado representivas de tres experimentos

independientes.

Finalmente estos datos de la expresion de TBRIIl en timo fueron confirmados a
nivel de proteina, donde se observd que los timocitos de ratones adultos expresan
una banda de 100kDa correspondiente a la proteina medular del TRRIIlI murino, la

cual también esta presente en células de ganglios linfaticos y bazo (figura 14)
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Figura 14. TRRIIl se expresa en células linfoides de timo, bazo y ganglio. Lisados celulares de 10 x

10° fueron obtenidos a partir suspensiones celulares de timo, ganglios y bazo, los cuales fueron separados en geles SDS-
PAGE al 10% y posteriormente transferidos a membranas PVDF. Una vez transferidas las proteinas, las membranas fueron
blogueadas con albumina sérica bovina en polvo al 4% en tween 20 al 1%. Posteriormente, se realizé un western-blot para
TBRII utilizando un anticuerpo monoclonal anti-TBRIII y posteriormente, un anticuerpo acoplado a peroxidasa de rabano
(HRP) para ser visualizado por quimioluminiscencia. Como control de carga se muestra la deteccion de la proteina B-actina.

En resumen el ARNm de TRRIIlI esta diferencialmente expresado en timocitos
adultos y en etapa fetal, lo cual sugiere que este proteoglucano podria tener un

papel durante el desarrollo de linfocitos T.

VILII. La expresion de TRRIIl esta regulada durante la ontogenia de
células T.

Se ha reportado que la expresion diferencial de los receptores Tipo | y Il de TGFf
en las subpoblaciones de timocitos esta asociadas a la capacidad de respuesta de
cada subpoblacion en desarrollo a los ligandos de la superfamilia del TGFB (221).
Por esta razoén, se investigo si TBRIII esta diferencialmente expresado durante la

ontogenia de linfocitos T. Para llevar a cabo tal objetivo se realizaron tinciones de
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los marcadores de CD4 y CD8 con el fin de visualizar la expresion de TBRIIl en
cada una de las subpoblaciones de timocitos. Para la deteccion de TBRIII se utilizd
un antisuero que fue previamente evaluado y validado mediante la tincion del
TBRRIII en la superficie de los timocitos en presencia de la forma soluble de TRRIII
(TBRIlls). Como se muestra en la figura 15, la tincion de TRRIII dada por el

antisuero fue disminuida conforme el incremento de la dosis empleada de TBRllls.
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Figura 15. Analisis de la especificidad del antisuero anti-TBRIII. Lobulos timicos obtenidos de ratones

adultos (8 semanas de edad) fueron disgregados, contados y tefiidos con anticuerpos que reconocen CD4, CD8 y anti-
TBRIII. Previo a la tincién se incubo el antisuero anti-TBRIII durante 10 minutos en presencia de diferentes concentraciones
de TBRIlIs y posteriormente esta mezcla fue incubada con los timocitos durante 30 minutos a 4°C.

Los datos obtenidos de la tincion de timocitos con el antisuero anti-TERIII
muestran que todas las subpoblaciones expresan TBRIII en su superficie celular
(Figura 16). De forma interesante, los datos muestran que dentro de las
subpoblaciones SP CD4 (32.12% + 0.85) y SP CD8 (30.82% % 0.67) un mayor
porcentaje de timocitos fueron positivos para TRRIII comparado con el menor
porcentaje observado en las subpoblaciones DN (23.60% + 1.54) y DP (23.88% *
1.51) (Figura 16A y B). Sin embargo, el analisis de la intensidad media de
fluorescencia para el marcaje de betaglicano muestra que este co-receptor
presenta niveles elevados en el subpoblacion DN, decae en DP y aumenta

ligeramente en las subpoblaciones avanzadas en desarrollo SP CD4 y CD8
(Figura 16C).
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Figura 16. TBRIIl se expresa diferencialmente en las principales subpoblaciones de timocitos.

Suspensiones de timocitos de 4 a 6 semanas de edad fueron tefiidos con anticuerpos que reconocen CD4, CD8 y T@RIII.
Suero pre-inmune fue usado como control interno de tincion. (A) Histogramas representativos muestran el porcentaje de
células positivas para TBRIIl derivados de los “gates” mostrados en el panel izquierdo. Graficas muestran el porcentaje de
timocitos positivos para TBRIII (B) y la IMF geométrica (C) de TBRIII, los cuales fueron calculados substrayendo la tinciéon de
fondo para cada subpoblacién. Células sin tincién (curva rellena en gris), suero pre-inmune (linea gris) y anti-TBRIII (linea
negra). Los datos mostrados son representativos de 4 experimentos independientes. Valores promedios + SEM son

mostrados (n = 5 por grupo). Asteriscos indican significancia de ** p<0.05 y ***p< 0.01.

El hecho de la supoblacion mas inmadura DN expresara cantidades notables de
TBRIII nos llevo a caracterizar a este co-receptor en las subpoblaciones DN1-DN4,
las cuales son reportadas a ser reguladas por TGFf@s, activinas/inhibinas vy
BMPs(236). Para este propésito, se realizaron tinciones con un juego de
anticuerpos (anti-CD4, anti-CD8, anti-CD44 y anti-CD25) con el fin de identificar
las subpoblaciones DN1, DN2, DN3 y DN4 (figura 17A). El analisis del porcentaje
de células positivas para TBRIIl muestra un incremento desde DN1(15.90% =
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3.61) a DN2 (35.67% £ 9.06; p=0.08), alcanzando un pico en la etapa DN3
(54.99% + 5.80) y posteriormente disminuido significativamente en DN4 (10.06% +
2.27) (figura 17A y B). Adicionalmente, los analisis obtenidos de la intensidad
media de fluorescencia para TBRIIl confirman esta disminucion significativa en la
etapa DN4 sugiriendo una regulacién dependiente de la sefalizacion del pre-TCR
(figura 17C).
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Figura 17. Los timocitos inmaduros DN2 y DN3 expresan mas TRRIlIl en superficie.
Suspensiones de timocitos de 4 a 6 semanas de edad fueron tefiidos con anticuerpos que reconocen CD4, CD8, CD44,
CD25 y TBRIIl. Suero pre-inmune fue usado como control interno de tincién. (A) Histogramas representativos muestran el
porcentaje de células positivas para TRRIII derivados de los “gates” mostrados en el panel izquierdo. Graficas muestran el
porcentaje de timocitos positivos para TBRIIl (B) y la IMF geométrica (C) de TRRIIl, los cuales fueron calculados
substrayendo la tinciéon de fondo para cada subpoblacién. Células sin tincién (curva rellena en gris), suero pre-inmune (linea
gris) y anti-TBRIII (linea negra). Los datos mostrados son representativos de 4 experimentos independientes. Se muestran

valores promedios + SEM (n = 5 por grupo). Asteriscos indican significancia de ** p<0.05 y ***p< 0.01.
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Dado que la expresién de TBRIIl esta incrementada en timocitos SP, quisimos averiguar si la
expresion de betaglicano estaria relacionada con el estado de maduraciéon terminal de estos

timocitos.

El analisis de timocitos SP muestra que el TRRIIl es incrementado en timocitos CD4 CD69

comparado con CD4'CD69"
CD4'CD62" y CD8'CD62L"* comparado con timocitos SP CD62L (figura 18C y D).

(figura 18A y B), y se encuentra mayormente expresado en
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Figura 18. La expresion del TBRIIl se incrementa en timocitos CD4" y CD8" terminalmente

diferenciados. Las suspensiones de timocitos de 4 a 6 semanas de edad fueron tefiidos con anticuerpos que
reconocen CD4, CD8, CD44, CD25 y TRRIIl. Suero pre-inmune fue usado como control interno de tincién. (A) Histogramas
muestran las regiones definidas como CD69 y CD69" en timocitos CD4" y CD8". (B) Graficas muestran el porcentaje de
células positivas para TBRIIl y la IMF geométrica para TBRIIl en las regiones definidas en histogramas superiores. (C)
Histogramas muestran las regiones definidas como CD62L°, CD62L" y CD62L" en timocitos CD4" y CD8". (D) Gréaficas
muestran el porcentaje de células positivas para TRRIIl y la IMF geométrica para TRRIIl en las regiones definidas en
histogramas superiores. Se muestran valores promedios + SEM (n = 5 por grupo). Asteriscos indican significancia de *
p<0.05y **p=< 0.01.

En conclusion, estos datos muestran que la expresion de TRRIIl estd asociada con la
diferenciacién terminal de timocitos debido a que es preferencialmente expresado en los timocitos
SP CD4"* y CD8" con fenotipo funcional y maduro (CD69- CD62L*™).
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VILIII. El bloqueo de TBRIIl induce un retraso del desarrollo de

linfocitos T.

Una vez determinada la expresion de TRRIII en timo, nos dedicamos a investigar
el requerimiento de TRRIII en mediar las sefiales de TGFfs, inhibinas y BMPs en
timo, ligandos descritos en regular la diferenciacion de linfocitos T (236, 234). Para
investigar este requerimiento durante el desarrollo se agregd un antisuero
especifico que reconoce el ectodominio de TRRIIl a cultivos de timos fetales
(FTOCSs). Esta estrategia del bloqueo de TBRIII ha sido previamente validado para
evaluar el requerimiento de este proteoglucano en la formacion de mesénquima
(promovida por TGFB2) en un modelo in vitro (172). Adicionalmente, el uso del
antisuero anti-TBRIIl in vitro es capaz de revertir la capacidad de células

dendriticas (suprimidas por TGF) de estimular la proliferaciéon de linfocitos T (207).

Por tal motivo, timos fetales de dia 14 de desarrollo fueron extraidos y cultivados
en presencia de anticuerpos anti-TBRIIlI o antisuero pre-inmune como control. Los
cultivos de timos fetales fueron analizados al dia 3 y 7 de cultivo haciendo
tinciones para las subpoblaciones de timocitos en desarrollo. Como se muestra en
la figura 19A, no se encontraron diferencias significativas en los numeros
absolutos al dia 3 y 7 entre los I6bulos timicos tratados con anticuerpos anti-TRRIII
y los controles, pero cabe sefialar que se observa una ligera disminucién aunque
no significativa en los I6bulos tratados al dia 7 de cultivo. Los analisis de los
timocitos inmaduros DNs no mostraron ninguna diferencia en los porcentajes y
numeros absolutos de timocitos DN1, DN2, DN3 and DN4 entre los Iébulos
tratados y controles al dia 3 de cultivo (figura 19B-D). Por otro lado, los analisis de
FTOCs al dia 7 revelaron una disminucidon significativa del porcentaje de la
subpoblacion DN2 (de 3.99% % 0.41 a 3.05% + 0.34) en condiciones de bloqueo,
aunque este efecto no se reflejo en los numeros absolutos (figura 19C y D).
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Figura 19. Analisis del desarrollo de timocitos inmaduros DN en presencia de anticuerpos

anti-TRRIIl. Lobulos timicos obtenidos de embriones del dia 14 de desarrollo fueron cultivados en presencia de

anticuerpos anti-TRRIIl o en presencia de suero pre-inmune (control). Al dia 3 y al dia 7 del cultivo de timos fetales, estos
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fueron disgregados, contados y tefiidos con anticuerpos que reconocen CD4, CD8, CD44 y CD25. A) Graficas comparativas
que muestran el numero de timocitos viables obtenidos al dia 3 y al dia 7 de cultivo de timos fetales del dia 14 en ambos
tratamientos. Graficas que muestran el resultado del andlisis de los porcentajes (C) y nimeros absolutos (D) de timocitos
DN1, DN2, DN3 y DN4 obtenidos al dia 3 y 7 de cultivo, tratados con anticuerpos anti-TBRIIl (anti-TBRIIl) y anticuerpo

control (control). Se muestran valores promedios + SEM, n = 9 por grupo. Asteriscos indican significancia de * p<0.05.

Sin embargo, el analisis de las principales subpoblaciones de timocitos al dia 3 de
cultivo mostré una reduccion significativa del porcentaje de timocitos DP (34.75%
+ 3.60 en I6bulos controles contra 26.14% + 2.20 en |6bulos tratados) a expensas
de una disminucion de timocitos DN (de 47.55% + 3.57 en controles a 55.9% =
2.72 en tratados) (figura 20).

Consistentemente, la alteracion observada al dia 3 de cultivo fue corroborada al
dia 7 donde se observo una disminucion significativa del porcentaje de timocitos
DP en desarrollo (de 67.1% * 2.50 a 59.55% + 2.82) y un incremento de timocitos
DN (de 16.93% + 1.62 a 22.06% + 2.56) en I6bulos timicos tratados con anti-
TBRIIl) (figura 20). Estos datos sugieren que TRRIII regula la transicion de
timocitos DN a DP, jugando un papel importante en las sefales derivadas del
preTCR, punto de control importante en el desarrollo de células T.
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Fig. 20. El bloqueo del ectodominio del TBRIIl en FTOCs conlleva una disminuida transicién

de timocitos DN a DP. Lobtilos timicos obtenidos de embriones del dia 14 de desarrollo fueron cultivados en

presencia de anticuerpos anti-TBRIIl o en presencia de suero pre-inmune (control). Al dia 3 y al dia 7 del cultivo de timos

fetales, estos fueron disgregados, contados y tefidos con anticuerpos que reconocen CD4 y CD8 . (A) Diagramas
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representativos de la tincion con CD4 y CD8 para comparar los tratamientos. Graficas comparativas de ambos tratamientos
resultado del analisis de los porcentajes (B) y nimeros absolutos (C) de timocitos DN, DP, CD4" y CD8" obtenidos al dia 3 y

7 de cultivo. Asteriscos indican significancia de * p<0.05.

VILIV. El desarrollo de células T esta alterado en embriones
deficientes de TRRIIL.

La otra estrategia empleada para evaluar el papel de TBRIIl durante el desarrollo
de linfocitos T fue realizar FTOCs a partir de embriones deficientes de TRRIII. Los
ratones deficientes de TBRIII” muestran una letalidad intrauterina debido a varios
defectos proliferativos en corazon y apoptosis en higado fetal, los cuales inician al
dia 13.5 mostrandose a la alta al dia 16.5 de desarrollo(173). Sin embargo, la
mortalidad es muy baja en los periodos 13.5-14.5 siendo de 1.78%-4%, al dia
E15.5 es de un 10%, mientras que inicia a incrementarse al dia 16.5 (30.9%)
alcanzando una mayor mortalidad entre los tiempos E17.5-E18.5 (55.81%) (173).
Considerando lo anterior, decidimos aislar los timos fetales al dia 14 a partir de
embriones TBRIII"' con el fin de analizar el impacto de la deficiencia de TBRIII en
el desarrollo de linfocitos T, y reduciendo la influencia de los posibles defectos
sistémicos reportados en estos embriones. Con el fin de corroborar el fenotipo
TBRIII” en embriones tipados mediante amplificacién del cassette Neo realizamos
tinciones en timos fetales con el antisuero especifico para TBRIIl. Como se
muestra en la figura 21, no se detectd la presencia de TBRIIl en cultivos de timos
fetales TRRIII™ al dia 3 y 7, validando a nivel de proteina la ausencia de este co-

receptor.
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Figura 21. Validacién a nivel de proteina de la ausencia del TBRIIl en cultivos de timos

fetales previamente amplificados para el cassette Neo en el gen del TBRIIL Lobulos timicos

TBRIII”+ y TBRIII" obtenidos de embriones del dia 14 de desarrollo fueron puestos en cultivo durante 7 dias. Al dia 3 y al dia
7 del cultivo de timos fetales, estos fueron disgregados, contados y tefiildos con anticuerpos que reconocen CD4, CD8 y
TBRIII. Panel superior, histogramas que muestran la tincion de TBRIII en timocitos totales y en la subpoblaciones DN y DP
al dia 3 de cultivo. Panel Inferior, histogramas que muestran la tincién de TBRIII en las subpoblaciones DN, DP, SP CD4 y
CD8 al dia 7 de cultivo.

Una vez verificada la ausencia de TBRIIlI se procedié a analizar el desarrollo in
vitro de los linfocitos T. Primero decidimos analizar si la deficiencia de TRRIII
repercutia en los numeros absolutos de los timocitos en desarrollo. Analisis de los
numeros al dia 0 muestra que no hubo diferencias entre los genotipos evaluados
(figura 22A). Sin embargo, los numeros de timocitos en FTOCs deficientes de
TBRIII muestran una discreta reduccion al dia 3 que se acentua de manera
significativa al dia 7 (de 1.31 + 0.21 x 10° a 0.77 + 0.13 x 10°) de cultivo (figura
22A). Ahora bien, cuando examinamos los porcentajes de las principales
subpoblaciones de timocitos en desarrollo obtenidos al dia 3 de cultivo, no
observamos diferencias entre I6bulos TBRIII™ y TRRIII* (figura 22B). Sin embargo,
el analisis al dia 7 de cultivo muestra una reduccion significativa en el porcentaje
de los timocitos DP (de 64.22% + 3.62 a 52.55% * 5.26) a expensas de un
incremento de la subpoblacion DN (de 18.31% £ 3.10 a 28.06% % 4.46), lo cual
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correlaciona con la disminucion

este dia (figura 22A).

en numeros de timocitos totales observada
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Figura 22. Los timos fetales TRRIII

-

en

presentan un desarrollo de células T alterado. Lébulos

timicos T TBRIII”+ y TBRIII"' obtenidos de embriones del dia 14 de desarrollo fueron puestos en cultivo durante 7 dias. (A)

Numeros absolutos de timocitos al dia 0, 3 y 7 de cultivo. (B) Panel izquierdo, diagramas representativos de la tincion CD4 y
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CD8 en Iébulos timicos fetales TRRIII™ y TRRIII™ al dia 3 y 7 de cultivo. Panel derecho, resumen de experimentos que

+/+

muestran el promedio del porcentaje de cada una de las subpoblaciones de timocitos derivados de embriones TRRIII™ y
TBRIII™ al dia 3 y 7. C) Analisis de nimeros absolutos de cada una de las subpoblaciones de timocitos en desarrollo
TBRII™ y TRRIII al dia 3 y 7. Se muestran valores promedios + SEM, TRRIII"" n = 17 y TBRIII™ n = 16. Asteriscos indican
significancia de * p<0.05 y **p< 0.01.

Posteriormente para tener una mayor comprensién del impacto de la deficiencia
de TBRIII en timo se realizé el analisis de los numeros absolutos por cada una de
las subpoblaciones de timocitos en desarrollo. Los datos muestran que la
disminucion en la transicion de DN a DP se debe a la disminucion significativa de
los nimeros absolutos de timocitos DP (de 0.50 + 0.07 x 10° a 0.185 + 0.03 x 10°),
CD4" (de 0.06 + 0.008 x 10° a 0.029 + 0.04 x 10°) y CD8" (de 0.066 + 0.01 x 10° a
0.035 + 0.006 x 10°) Unicamente al dia 7 de cultivo (figura 22C), lo cual se
correlaciona con la disminucion de numeros totales en este dia y con el

incremento en porcentaje de la supoblacion DN (figura 22A y 22B).

En conclusién, estos resultados muestran que la alteracion en el desarrollo de
linfocitos T en ausencia de TRRIII parece iniciar con la disminucién preferencial de
timocitos DP impactando en consecuencia los numeros de timocitos SP CD4 y
CD8 (figura 22C).

Por su parte, el analisis del desarrollo de las subpoblaciones inmaduras DN (DN1-
DN4) no mostro ninguna diferencia en porcentajes entre los genotipos evaluados
al dia 0, 3 y 7 de cultivo (figura 23A). Sin embargo, solo fue detectable una
disminucién en los numeros absolutos de la subpoblacion DN1 en timos
deficientes de TBRIII al dia 7 de cultivo (figura 23B).
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Figura 23. El desarrollo de las subpoblaciones DNs no se encuentra alterado en timos

fetales TBRIII'I-. Lobulos timicos T TBRIII"* y TRRIII" obtenidos de embriones del dia 14 de desarrollo fueron puestos
en cultivo durante 7 dias. Al dia 3 y al dia 7 del cultivo de timos fetales, estos fueron disgregados, contados y tefiidos con
anticuerpos que reconocen CD4, CD8, CD44 y CD25. (A) Panel izquierdo, diagramas representativos de la tinciéon CD44 y
CD25 en Iébulos timicos fetales TRRIII™ y TBRIII”’ en ambos dias de cultivo. Panel derecho, las graficas muestran los
porcentajes de timocitos DNs obtenidos de timos TRRII"" y TBRIII”‘ al dia 3 y 7 de cultivo. (C) Analisis de los numeros
absolutos en cada uno de los timocitos inmaduros DNs (DN1-DN4). Se muestran valores promedios + SEM, TBRIII”+ n=17

y TBRIII" n = 16. Asteriscos indican significancia de * p<0.05.
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VIL.V. La deficiencia de TBRIIl repercute en un incremento en

apoptosis.

Con el fin de investigar el mecanismo responsable que explique la alteracion en la
transicion DN-DP vy la reducida celularidad observada durante la diferenciacion in
vitro, se realizaron ensayos de deteccion de apoptosis en timos fetales deficientes
de TPRIIl. Este abordaje del problema surge del estudio del higado fetal de
embriones TRRIII™, el cual presenta niveles incrementados de apoptosis y una
reduccion significativa de su celularidad (173). El analisis de apoptosis se llevo a
cabo al dia 7 debido a que en este tiempo observamos una reduccion significativa
de los numeros absolutos y de la transicion DN-DP en I6bulos deficientes de
TBRIIl. La estrategia empleada fue la deteccidn de la caspasa 3 activa en cada
una de las subpoblaciones de timocitos mediante tincidén intracelular para
citometria de flujo. De forma interesante, los datos muestran un incremento
significativo del porcentaje de células positivas para la caspasa 3 activa en la
subpoblacion DN (77.56 + 2.45 contra 68.56 + 1.28), DP (34.70 + 2.57 contra
28.33 £ 0.28) y CD4 SP (37.96 + 1.47 contra 32.43 + 1.40) en I6bulos timicos
TBRIII" comparados con los timos normales (figura 24A y B). Ademas, el analisis
de la intensidad media de fluorescencia para la caspasa 3 activa muestra un
incremento significativo de este mediador apoptotico en timocitos DP (23.18 + 2.72
contra 15.02 + 2.55) y un ligero incremento en la subpoblacion DN (51.95 + 5.57
contra 43.43 + 4.14) en Idbulos TBRIII"", aunque este Ultimo no alcanza una
significancia estadistica (figura 24C).
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Fig. 24. La deficiencia del TBRIIl repercute en un incremento en la apoptosis de timocitos en

desarrollo. (A) En panel izquierdo, diagramas representativos de la tincion de CD4 y CD8 de I6bulos fetales TBRII" y
TBRIII" al dia 3y 7 de cultivo. En el panel derecho, se muestran histogramas representativos de la tincion intracelular de
caspasa 3 activa en timocitos. Las graficas muestran el porcentaje de las células positivas para caspasa 3 activa (B) y los
niveles de expresién de la caspasa 3 (C) expresados como IMF geométrica en las subpoblaciones de timocitos. Los datos
son representativos de 3 experimentos independientes. Valores promedios + SEM son mostrados, TBRIII”+ n=3y TBRIII"'

n = 3. Asteriscos indican significancia de * p<0.05.
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Otra estrategia empleada para evaluar la apoptosis fue la tincion con anexina-V, la
cual identifica la superficie de células apoptodticas. El analisis del marcaje de
timocitos indica un incremento de la apoptosis en timocitos DP y SP CD4 de
I6bulos TBRIII" comparado con I6bulos fetales normales (figura 25). En conjunto,
los analisis de la caspasa 3 activa y la tincion de anexina V indican que la
supoblacion mayormente afectada es la correspondiente a los timocitos DP (figura
24 y 25).

En conjunto, estos resultados apoyan un papel protector de apoptosis mediado por
TBRIII a través de la regulacion de las sefales involucradas en la sobrevivencia de
los timocitos en desarrollo.
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Figura 25. La deficiencia del TBRIIl repercute en un incremento en la apoptosis (anexina V")
en timocitos DP y CD4". En el panel izquierdo, los histogramas representativos muestran el porcentaje de células

positivas para anexina-V en timocitos TBRIII"* y TBRIII™ al dia 7 de cultivo. En el panel derecho, la grafica muestra el
analisis del porcentaje de células positivas anexina-V en ambos genotipos. Los datos son representativos de 2
experimentos independientes. Valores promedios + SEM son mostrados, TBRIII"’+ n=3y TBRIII"' n = 3. Asteriscos indican
significancia de * p<0.05.
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Los datos encontrados en este estudio demuestran que un proteoglucano que ha
sido considerado de origen epitelial se expresa en linaje de linfocitos T. Como
habiamos visto anteriormente, TRRIII incrementa su expresién en timocitos SP
terminalmente diferenciados CD69°CD62L"" (figura 18), los cuales migran
posteriormente a érganos linfoides periféricos. Estos resultados nos llevaron de
forma obligada a hacernos las siguientes preguntas: ;qué expresion presenta
TBRIIl en las distintas poblaciones de células T periféricas? y ¢esta expresion
puede ser regulada por la activacion del TCR?. Para responder a estas
procedimos a la caracterizaciéon de la expresion de TBRIIl en condiciones de
homeostasis y bajo activacion del TCR in vitro (descrito en detalle en la figura 12).

VILVI. TBRIIl se expresa en células T CD4" y CD8" periféricas.

Con el fin de investigar si la expresion de timocitos SP CD4 y CD8 terminalmente
diferenciados mantienen la expresion de TRRIII en 6rganos linfoides periféricos, se
obtuvieron suspensiones célulares de ganglios, bazo y de sangre periférica y se
realiz6 una tincidn con un juego de anticuerpos que nos permitio identificar las
células T CD4", T CD8" y células B CD19". El analisis de esta tincién nos muestra
que las células T CD4" mantiene la expresion de TRRIIl de forma similar a lo
observado en timo, sin embargo los linfocitos T CD8" disminuyen la expresion de
TBRIIl superficie y las células B expresan niveles bajos (figura 26). Cabe sefalar
que la mayor contribucion de la expresion de TRRIII en células T CD4" lo aportan
las células positivas para el marcador de CD25 pero negativas para Foxp3. Este

dato lo abordaremos mas adelante.
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Figura 26. Expresion del TBRIIl en células T y células B circulantes y de érganos linfoides
periféricos. Suspensiones celulares obtenidas de ganglios, bazos y de sangre periféricas fueron tefiidos con anticuerpos

dirigidos a CD3, CD4, CD8, CD19 y a TBRIIl. (A) Histogramas representativos de la expresion de TRRIIl en células T
positivas para CD4, CD8 y en células B positivas para CD19 de bazo. (B) Grafica que muestra el promedio en porcentaje de
células positivas para TRRIIl en bazo, ganglios y sangre periférica. Los datos son representativos de 2 experimentos
independientes. Se muestran los valores promedios + SEM (n = 4). Los asteriscos indican significancia de * p<0.05 y **

p<0.001.

El siguiente paso fue averiguar si TBRIIl esta diferencialmente expresado en
células T efectoras, efectoras/memoria y virgenes. Una forma de identificar estas
poblaciones es utilizar los marcadores CD44 y CD62L, los cuales identifican a
células T virgenes (CD44"°CD62L"), efectoras (CD44"CD62L") y células efectoras
de memoria central (CD44°CD62L") (figura 27A). Como se muestra en la figura
27B y C, un mayor porcentaje de linfocitos T CD4" y CD8" fueron positivos para
TBRIII es observado en la subpoblacién CD44°CD62L" que corresponden en su

mayoria a linfocitos T virgenes. Es necesario resaltar que las diferencias entre
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poblaciones celulares fueron mas evidentes en células T CD4" periféricas que en
células T CD8" (figura 27B y C). Por otro lado, en células T CD4" y CD8" de
memoria central/efectora (CD44"'CD62L") y efectoras (CD44*CD62"°) la expresion
de TBRIIl esta disminuida significativamente (figura 27B y C). Estas diferencias
fueron mas evidentes en células T CD4" periféricas que en células T CD8" (figura
27B y C). Cabe senalar que en linfocitos T circulantes de sangre periférica el
patrén de regulacion de la expresion de TRRIII es diferente a aquellos residentes
de ganglios y bazo. A diferencia de los niveles observados de TBRIII en linfocitos T
virgenes de bazo y ganglio, los linfocitos CD44"°CD62L" circulantes expresan

menos betaglicano en superficie (figura 27B y C).
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Figura 27. Expresiéon del TBRIIl en poblaciones de células T periféricas en homeostasis.
Suspensiones celulares obtenidas de ganglios, bazos y de sangre periféricas fueron tefiidos con anticuerpos dirigidos a
CD3, CD4, CD8, CD44. CD62L y a TRRIII. (A) Diagramas representativos que muestran la tincion de CD44 y CD62L con el
fin de visualizar las poblaciones efectoras, efectoras/memoria y virgenes. Las graficas muestran el promedio del porcentaje
de células positivas para TBRIII en bazo, ganglios y sangre periférica en células T CD4" (B) y en células T CD8" (C). Valores

promedios + SEM son mostrados (n = 4). Asteriscos indican significancia de * p<0.05 y ** p<0.001.
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Esta diferencia en la expresion de TBRIIl entre células T virgenes y las
poblaciones de efectoras y de memoria/efectoras indica una potencial modulacién
de la expresion de TRRIII por las sefales de activacion derivadas de la activacion
antigenica. Un punto importante a sefalar es que la adquisicién de altos niveles
del marcador de CD44 (CD44") en un linfocito T es un evento tardio durante la
activacion y polarizacion de una respuesta inmune. En la figura 27, habiamos
observado que TBRIIl es expresado abundantemente en linfocitos T virgenes
identificados como CD44°CD62L", sin embargo, no podemos excluir la posibilidad
que algunos linfocitos con activacion temprana identificados con la positividad para
CD25 se encuentren dentro de esta poblacion.

VILVIl. La senalizacion inducida por el TCR incrementa la

expresion de TRRIIl en células T.

Por lo tanto, para poder definir si la expresién de TRRIII durante la activacién de un
linfocito T es un evento temprano o tardio se decidio realizar cultivos de linfocitos
T y analizar el efecto de la estimulacion del TCR y de sefales co-estimuladoras in
vitro. Como se muestra en la figura 28, la coestimulacion del TCR y CD28 en
células T naive induce la expresion de TBRRIII de manera significativa. De hecho,
esta expresion de TBRIII es incrementada por ambos tipos de linfocitos T CD4"y T
CD8" mostrandose un pico en expresion a las 72hrs (figura 28A). Adicionalmente,
cuando analizamos la expresion de TRRIII en aquellas células CD25" inducidas en
linfocitos T CD4" naive por la activacion del TCR se observa que este receptor se
incrementa paulatinamente desde las primeras 24hrs hasta las 168hrs (figura 28B).
De forma similar, la expresion de TRRIII también es incrementada de manera
importante en la generacién de células positivas para CD44 (las cuales en
porcentaje son menores que las CD25" debido a su emergencia en gran medida
tardia), el cual muestra también una cinética mostrandose un primer pico las 24hrs

y un segundo pico a las 72hrs (figura 28C).
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En resumen, la sefalizacién inducida por la activacion del TCR promueve la
expresion de TBRIII en linfocitos T CD4" y T CD8" indicando un papel potencial de

este proteoglucano en células T periféricas.
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Figura 28. La expresion del TBRIIl es incrementada por las sefales de activacion del TCR.
Suspensiones celulares obtenidas de ganglios y bazos fueron tefiidas con anticuerpos anti-CD4, anti-CD25 y anti-CD44 y
posteriormente se sorteo la poblacion naive (CD25CD44CD62L"), contadas y puestas en cultivo en presencia de
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 pegados a placa, ambos a una concentracion de 5ug/ml. (A) Las graficas muestran la
expresion temporal de TRRIII inducida por la activacién del TCR en linfocitos T CD4" y T CD8", en linfocitos T CD4" CD25"
y en linfocitos T CD4" CD44" (n = 3, por triplicado).
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VILVIIl. Las células T reguladoras “naturales” expresan bajas

cantidades de TRRIIl en superficie.

Dado que ligandos de TBRIIl como TGFB1 estan involucrados en el desarrollo y/o
generacion de las células T reguladoras Foxp3® durante una respuesta inmune,
quisimos averiguar si TBRIIl puede ser diferencialmente expresado en esta
poblacién. Para ello realizamos una serie de tinciones de células derivadas del
ratbn knockin Foxp3EGFP, el cual permite la caracterizacion de células T
reguladoras sin necesidad de permeabilizar las células para detectar
intracelularmente el factor de transcripcion Foxp3. Interesantemente, en
condiciones de homeostasis TBRIII esta expresado en la superficie de células T
CD4'Foxp3” mientras que en la células T CD4'Foxp3” dicha expresion se ve
considerablemente reducida a niveles casi nulos en timo, bazo y ganglios (figura
29A y B). El analisis global de ambas subpoblaciones muestra una clara
disminucion de TBRIII" en linfocitos T CD4" Foxp3® (figura 29C). Estos datos
indican que en condiciones de homeostasis las células Treg Foxp3”, las cuales en
su mayoria son naturales, es decir que provienen del timo, expresan de bajas

cantidades o niveles incluso indetectables de TBRIII.
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Figura 29. Las células T reguladoras Foxp3® expresan bajos niveles del TBRIII en superficie.

Suspensiones celulares obtenidas de timos, ganglios, bazos fueron tefiidos con anticuerpos dirigidos a CD3, CD4, CDS8,

CD25 y a TBRIIl. (A) Diagramas representativos que muestran la sefial de CD4 y Foxp3 con el fin de visualizar las

poblaciones Foxp3 y Foxp3®. (B) Los histogramas muestran la expresién de TBRIIl en linfocitos T CD4" Foxp3™ y Foxp3'.

(C) Gréfica muestra el anélisis de los porcentajes de TRRIII® en células T CD4'Foxp3- T CD4" y Foxp3™. (n = 4). Los
asteriscos indican significancia de ** p<0.001.
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VILIX. El empleo de TRRIIl soluble recombinante disminuye la

generacion de células T reguladoras Foxp3* promovida por TGFB1.

Estos datos nos llevaron a investigar si la expresion de betaglicano es similar en
las células Treg Foxp3™ inducidas en periferia (iTregs), las cuales muestran
caracteristicas diferentes a las naturales en relacion a su estabilidad en el fenotipo
regulador. TGFB1 es considerado el inductor esencial de la generacion de células
T reguladoras Foxp3™ periféricas y se une también a betaglicano en otros tipos
celulares, sin embargo, se desconoce si el betaglicano expresado en una célula T
naive CD25 Foxp3  tiene la capacidad de regular la generacion de células T
reguladoras Foxp3®. Por lo tanto decidimos investigar este posible requerimiento
poniendo a competir la unién de TGFB1 entre el TRRIII unido a membrana en una
célula T naive y con el TRRIII soluble agregado en cultivos de conversion a Foxp3*
in vitro.

El analisis de la generacion in vitro de células T reguladoras muestra la
induccion alrededor de un 25% de células T reguladoras Foxp3™ en presencia de
TGFB1 y de una estimulacion suboptima del TCR durante 5 dias de cultivo a partir
de linfocitos T CD4" CD25Foxp3™ (figura 30A y B). El analisis de la competencia
de la uniéon de TGFB1 con TRRIII soluble reduce la generacion de células Foxp3*
inducida por TGFB1 conforme a la dosis empleada (figura 30A y B). Sin embargo,
esta disminucién fue menor a la observada en presencia de un anticuerpo
bloqueante anti-TGF(1 (figura 30A y B). El analisis de la expresion de TRRIII al
dia 5 de la conversion a ceélulas T reguladoras in vitro muestra que este
proteoglucano es expresado de forma similar en las poblaciones CD25"Foxp3™ y
CD25Foxp3” (figura 30C). Cabe sefialar que esta expresion de TRRIIl esta
controlada por la sefial de TGFB1 debido a que en condiciones de bloqueo con
anti-TGFB1 la expresion de TRRIII esta aumentada en ambas poblaciones
CD25"Foxp3 y CD25"Foxp3” (figura 30C).

En resumen TRRIIl se expresa en linfocitos T periféricos CD4" y CD8". En

homeostasis esta expresion parece ser mayormente expresada en células T naive
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0 activadas tempranamente, dado que en subpoblaciones de memoria y efectoras
tardia esta expresion se encuentra disminuida. Sin embargo, ambas poblaciones
de linfocitos T CD4" y CD8" incrementan la expresion de TBRIIl cuando son
activados mediante entrecruzamiento del TCR y CD28 sugiriendo un papel
potencial en en células T tempranamente activadas. Ademas, TBRIII parece no ser
expresado por células T reguladoras naturales mientras que en células T
reguladoras inducidas por TGFB1 este proteouglucano se expresa a niveles

similares que un células T activada de forma subdptima.
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Figura 30. La adicién del TBRIlls disminuye la generacién in vitro de células T reguladoras
Foxp3® mediada por TGFp . Se purificaron las células T virgenes CD4'CD25Foxp3 mediante purificacion por

sorting celular y posteriormente se cultivaron durante 5 dias en presencia de TGFB1 (5ng/ml) como control, con
concentraciones crecientes de sTBRIIl y como control negativo de conversion en presencia de un anticuerpo neutralizante.

(A) Histogramas que muestran la adquisicion del factor Foxp3 en los distintos tratamientos indicados. (B) Analisis de la
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generacion in vitro de células T CD4" Foxp3® en presencia de sTRRIII. (C) Efecto de la neutralizacién del TGFB1 sobre la
expresion de betaglicano después del cultivo de generacién de células T reguladoras Foxp3®. Experimento representativo

de 3 independientes. Asteriscos indican significancia de * p<0.05 y ** p<0.001.
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VIIl. Discusion
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La principal aportacion de esta tesis es el hecho de que un proteoglucano
considerado de origen epitelial es también expresado en el linaje linfoide. Este
trabajo demuestra que la expresion de TBRIIl esta regulada durante el desarrollo
de linfocitos T y contribuye al mantenimiento de las sefiales de sobrevivencia de

los timocitos en desarrollo.

En esta seccién primero discutiremos varios aspectos importantes acerca de la
expresion de TBRIII en el linaje linfoide. Muchos de los estudios acerca de TRRIII
se han enfocado en su expresion y funcion principalmente en células no
hematopoyéticas tales como fibroblastos (205, 199), células epiteliales (199-202),
células endoteliales (169, 237), miocitos (172, 203), células de ovario y células de
testiculo (187, 204), entre otros. Varios reportes sustentan el papel de TBRIII como
regulador esencial de varios procesos de desarrollo y sefiales homeostaticas que
participan en la integridad y funcidn de diferentes tejidos. Este requerimiento se ve
claramente ilustrado con el fenotipo de los embriones deficientes de TBRIII, los
cuales fallecen de defectos en corazon e higado fetal debido a un proceso
alterado de transicion epitelio-mesénquima y a eventos de apoptosis,
respectivamente(173). Recientemente, se ha descrito que la deficiencia de TRRIII
en embriones compromete la formacién del cordon seminifero, la funcion de
células de Leydig (238) y conlleva una alteracion del desarrollo de rifiones(239).
De hecho, la pérdida de la expresion de TRRIIl se asocia con la progresion y
metastasis de cancer de pancreas, colon, pulmén, ovario, prostata y de mama

soportando su papel como gen supresor de tumores(175).

Es importante mencionar que existen pocos reportes que muestren la expresion
de TBRIIl en células hematopoyéticas como macrofagos (208), neutrdfilos (206),
megacariocitos (240), células dendriticas (207) y células T (209, 210), aunque la
mayoria de éstos abordan pobremente una posible funcion de TBRIIl en estas
células. Sin embargo, hay algunas excepciones; por ejemplo se ha descrito que el
TBRIIl expresado en células dendriticas es importante en la unién de TGFB1 y en
consecuencia de la supresion de la capacidad de éstas de estimular respuestas
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alogénicas (207). En el caso de células T, un estudio de la década de los 90's
reporta que el incremento de la expresién de TBRIII se asocia con la progresion de
linfomas cutaneos de células T, lo cual indica una modulacidon de este co-receptor
bajo sefales presentes de manera cronica que promueven la transformacion
celular (209). Por ultimo, un estudio que aborda la expresion de los proteoglicanos
en células T de sangre periférica humana muestra que TRRIIl es uno de los
proteoglicanos expresados en la poblacidn considerada de memoria
CD4"CD45R0O" (210). Sin embargo, en este estudio no se evalua la expresion de
betaglicano en otras subpoblaciones de linfocitos T, ni aborda la posible

implicacién funcional de esta expresion.

En este trabajo demostramos que el linaje linfoide T expresa TBRIIl en superficie,
el cual es regulado durante el desarrollo y bajo sefales de activacion/maduracion.
Es por ello que proponemos que betaglicano es capaz de regular potencialmente
los efectos de miembros de la superfamilia del TGFB en estirpes celulares del
sistema inmune, incluidos los linfocitos T. En relacion a esta idea, resulta atractivo
investigar la posible regulacion que pueda ejercer TBRIIl en las sefRales
desencadenadas por TGFB1 en el sistema inmune, siendo este factor el regulador
por excelencia de los linfocitos T (211). De la misma forma, TRRIIl podria ser
capaz de regular las funciones de inhibinas en otros tipos celulares del sistema
inmune como son las células dendriticas, las cuales han sido recientemente
descritas ser sujetas a la accion de las inhibinas y expresar TBRIII (207, 234). De
hecho, resultados preliminares obtenidos en la laboratorio muestran que células
dendriticas deficientes de inhibinas presentan defectos en maduracién en
respuesta lipopolisacarido (LPS) y en la capacidad de migrar en respuesta a la
quimiocina CCL19 (Roxana Olguin, tesis de maestria).

Este trabajo aporta la primera evidencia de la expresion de TBRIIl en el tejido
estromal y linfoide que conforman el timo. Esta expresidon esta sustentada por la
deteccion del mensajero de TBRIIl y a nivel de proteina. Sin embargo, ciertas

diferencias son notables en los datos generados por estas técnicas. Por ejemplo,
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los datos obtenidos de la cuantificacion del ARN mensajero muestran que los
timocitos SP CD4" y células estromales expresan mas TRRIIl (figura 13C),
mientras que la intensidad media de fluorescencia para TRRIIl indica que la
suboblacion DN expresa los niveles mas altos, seguido de los timocitos SP (CD4 y
CD8) y en menor grado los timocitos DP (figura 16C). Estas diferencias pueden
ser explicadas por el procesamiento diferencial de TPRIIl en estas poblaciones:
por ejemplo, el corte y la generacién de TBRIIl soluble inducido por sefales de
activacion (160), el cual podria ocurrir en timocitos DP bajo la activacion del TCR.
Por otro lado, tal y como ocurre en timocitos CD8*, los niveles de ARNm no
siempre se correlacionan con los detectados a nivel de proteina, lo cual implica
que senales adicionales regulan la expresion de TPRIII en esta subpoblacién. Una
posibilidad serian las senales mediadas por TGF[ , las cuales han sido descritas
que son capaces de regular la expresion de TBRIIl (241, 194) y promover la

diferenciacion de timocitos CD8" in vitro (220, 236).

Otra observacion a mencionar, resulta del analisis de la intensidad media de
fluorescencia (IMF) para TBRIIlI, donde la subpoblacién DN presenté una mayor
intensidad de expresion de TRRIIl, aunque un menor porcentaje de esta
subpoblacion fue positiva para TBRIII (figura 16 B y C). Este aumento de la IMF
para TBRIIl en la subpoblacion DN podria deberse a la contribucién en IMF de los
timocitos inmaduros DN2 y DN3 (figura 16C y 17C) que expresan niveles muy
altos de TRRIIL.

Por otro lado, TBRIII parece estar regulado por las sefiales derivadas del pre-TCR
(seleccion ). Es bien sabido que entre los efectos promovidos por la sefializacidon
inducida por el pre-TCR en timocitos DN3 son el rearreglo de la cadena a y
término del de la cadena 3, asi como la disminucién de la expresion de CD25 y el
avance hacia el estadio doble positivo (CD4°CD8") (6). De forma notable, los
timocitos DN3 no solo presentan un alto porcentaje de positividad para TRRIII sino
también altos niveles de este co-receptor en superficie, mientras que disminuye

considerablemente en timocitos DN4 (figura 17B yC). Sin embargo, cabe sefalar
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que este incremento en expresion de TRRIIl inicia en el estadio DN2
acompanandose de la expresion de CD25, caracteristico de los timocitos DN2 y
DN3 (figura 17B yC). Esta observacion indica que TBRIIl puede ser
potencialmente regulado por las sefiales derivadas del pre-TCR. Asi mismo, estos
datos sugieren que TRRIII es capaz de regular el acceso de ligandos de TGF(3 a
sus receptores en timocitos DN3 influenciando la transicion a timocitos DP. Por
ejemplo, en el laboratorio se ha descrito que inhibina A, ligando de alta afinidad de
betaglicano, promueve la transicion en desarrollo de DN3 a DN4 en cultivos de
timos fetales (233). Por otro lado, un mecanismo interesante en la accion de BMPs
en timocitos DN3 ha sido descrita de ser regulada por las sefiales del pre-TCR.
Las isoformas de BMP2/4 arrestan la transicién en desarrollo de DN3 a DN4, sin
embargo, este arresto puede ser revertido por la inducciéon de Tsg (“twisted
gastrulation”) inducida por el pre-TCR(225). Tsg funciona como trampa soluble de
los ligandos de BMP2/4 en este estadio DN3 promoviendo el avance en
diferenciacion hacia timocitos DP(225). Sin embargo, aun se requieren
experimentos que discriminen la contribucién de TBRRIIl en cada de la funciones

mediadas por los ligandos de TGF(3.

Con el fin de evaluar el papel de TBRIIlI durante el desarrollo de linfocitos T se
emplearon dos estrategias experimentales: bloqueo de TBRIIl con anticuerpos
monoclonales y TRRIII soluble y analisis de timos TBRIII" en cultivos de timos
fetales (FTOCs). Como vimos en la seccion de resultados ambas estrategias
muestran el mismo resultado que indica que TBRIIl regula la transicion DN-DP
(figura 20 y 22). Sin embargo, es necesario mencionar que existen ciertas
diferencias en estos datos; por ejemplo en experimentos con el bloqueo de TRRIII
la reduccion de la transicion de DN a DP es establecida desde el dia 3 siendo
marcado al dia 7 (figura 20A y B). En contraste, en cultivos de timos fetales TBRIII
" esta reduccién de la transicién DN a DP solo fue observada al dia 7 de cultivo,
correlacionandose con una disminucion de la celularidad timica observada con la
ausencia de este co-receptor (figura 22A y B). Esta alteracién en los numeros

absolutos en timos fetales TRRIII” se podria atribuir a una disminucién

117



preferencial de los numeros de timocitos DP, repercutiendo en consecuencia en la
disminucién de los numeros de timocitos SP CD4 y CD8 (figura 22C). De manera
contraria, no se observaron diferencias significativas en los numeros de timocitos
en condiciones de bloqueo de TRRIII (figura 19A). Este fenotipo mas acentuado de
los timos TRRIII" puede ser debida a la ausencia de las funciones dependientes e
independientes de ligandos por TRRIII que se traducen en un incremento de la
apoptosis, mientras que en condiciones de bloqueo, unicamente aquellas
funciones independientes de ligandos se mantienen funcionales. Ademas, el
hecho de presentarse una alta variabilidad en los embriones usados en estos
ensayos pueden repercutir en la falta de diferencias en los numeros absolutos
entre las condiciones de bloqueo y sin bloqueo de TBRIIl. Sin embargo, una cierta
tendencia es observable en los numeros absolutos de DP y SP a disminuir en
condiciones de bloqueo de TBRIII (figura 20C). Aunado a lo anterior, es posible
que el antisuero anti-TRRIII no haya bloqueado de forma completa el TRRIII

disponible en timo.

En apoyo al fenotipo acentuado de los timos TBRIII™, ya se ha demostrado que el
tallo citoplasmico de TBRIIl puede presentar funciones independientes de la union
de ligandos como migracion y apoptosis(242, 157). Por tal motivo, existe la
posibilidad de que el dominio citoplasmico de TBRIIl presente funciones
adicionales durante el desarrollo de linfocitos T. De hecho, datos recientes han
demostrado después del corte del dominio extracelular de TRRIIl el dominio
resultante intracelular es cortado por la proteasay -secretasa influenciando la
sefalizacion mediada por TGFB (168). Esta protedlisis intramembranal es también
observada en otros miembros de la superfamilia de proteglucanos compuestos de
sulfatos de heparano como sindecan 3, donde el dominio intracelular regula la
distribucion subcelular de proteinas con dominios con PDZ como CASK (243). Sin
embargo, aun se desconoce si el dominio citoplasmico de TBRIIl es capaz de
desencadenar una transduccion de sefales de forma similar al dominio intracelular
de Notch, el cual presenta un papel crucial en el desarrollo de las células T,

activacion de linfocitos T periféricos y diferenciacion de células T efectoras (90).
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En este sentido, a pesar de que el dominio citoplasmico de TRRIII no presente una
secuencia sefal de localizacion nuclear no podemos descartar que pueda

translocar a nucleo mediante la interaccidn con otras proteinas.

Ahora bien, es importante discutir los hallazgos que sustentan el papel de TBRIII
como un regulador de la apoptosis. El analisis de los cultivos de timos fetales
TBRIII" al dia 7 muestra un retraso en la transicion DN-DP y una disminucién
significativa de la celularidad (figura 22). Aunque los datos muestran apoptosis en
timocitos DN, DP y CD4", la disminucion de la celularidad en timos TBRIII" puede
ser explicada por los niveles incrementados de apoptosis, preferencialmente en
timocitos en DP, los cuales representan la mayor proporcion de timocitos en
desarrollo y parecen ser los mas susceptibles a la apoptosis en base a su
positividad para caspasa 3 activa y anexina-V (figura 24 y 25).

Varios hallazgos resaltan el papel de TBRIIl como regulador importante de la
apoptosis. Por ejemplo, los embriones deficientes de TRRIII presentan alteraciones
asociadas con eventos apoptoticos causados por altos niveles de caspasa 3 activa
asi como a una disminucion de la expresion del factor mediador de sobrevivencia
Akt en higado fetal (173). De hecho, esta apoptosis es muy evidente al dia 15.5 de
desarrollo, lo que repercute en una notable reduccién de células higado fetal (173).
Sin embargo, en estos estudios no es muy claro si esta apoptosis repercute en la
hematopoyesis fetal. Este estudio reporta que al dia 14.5 fetal se observo una
disminucién significativa de eritrocitos maduros dada por incremento de apoptosis
en eritrocitos inmaduros (173). Sin embargo, en este mismo estudio otros linajes
como macroéfagos, linfocitos T y B no se encontraron alterados, aunque cabe
sefalar que este analisis no se llevo a cabo al dia 15.5 de desarrollo donde la
apoptosis general fue mas evidente. Por otro lado, otro estudio muestra que la
sobre-expresion de betaglicano trae como consecuencia la proteccion de la
apoptosis inducida por hipoxia en fibroblastos de corazén mediante la disminucion
de la activacién de la caspasa 3, disminucion del factor pro-apoptético del factor

Bax y aumento del mediador de sobrevivencia Bcl-2 (244).
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Considerando que TBRIIl es capaz de unir varios ligandos de TGFB de forma
simultanea en el timo, resulta dificil discriminar la contribucion TBRIIl en los
efectos mediados por cada uno de los ligandos en el desarrollo de linfocitos T. Sin
embargo, es importante sefialar que el fenotipo del timo de TBRIII™ es similar al de
inhibinas™, ya que ambos muestran una reduccién significativa del nimero de
timocitos y un retraso en la transicién en desarrollo DN-DP (233). Esta similitud
observada sugiere que TRRIIl e inhibinas podrian funcionar como un par
molecular durante el desarrollo de linfocitos T, una asociacion funcional que ha

sido observada en otros tipos celulares (175).

Sin embargo, es importante sefialar que no solo la unién de inhibinas a TRRIII
antagoniza las funciones de activinas, sino también aquellas ejercidas por BMPs y
TGFB2. Por ejemplo, TRRIII permite a las inhibinas antagonizar la activacion de
Smad1 inducida por BMP2/4/7 en varios tipos celulares (195). Por otro lado, se ha
propuesto que inhibinas y TGFBs pueden competir a través de TRRIII regulando
distintas funciones como es el caso de la secrecion de la FSH en células
gonadotropicas. La inhibina A puede reducir las sefiales de TGFB2 mediante la
internalizacion de TRRIII (192) y, de forma inversa, TGFB1 y 2 pueden atenuar las
funciones de inhibinas mediante la reduccion de la expresidn y union a betaglicano
(193, 194). Sin embargo, ninguno de estos mecanismos se han descrito in vivo.
Esta interaccion cruzada entre TGFf3s e inhibinas puede ser explicada en parte por
el sobrelapamiento de sitios de union en la region proxima al carboxilo terminal del
ectodominio de TBRIIl. De forma interesante, varios reportes demuestran que la
pérdida de la expresion y/o funcion de inhibinas y TRRIIl de forma independiente
esta asociada a la progresion de la tumorigénesis y metastasis, sustentando su

importancia biolégica como par molecular (175).
En un sentido critico, los datos presentados en esta tesis no son suficientes para

discriminar la contribucién de betaglicano en los efectos de cada uno de sus

ligandos. Para llevar a cabo tal propdsito, es necesario implementar nuevas
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estrategias experimentales que permitan responder esta pregunta. Una alternativa,
es la reconstitucion de ratones previamente irradiados subletalmente con
progenitores de médula 6sea transducidos con construcciones que porten la
secuencia codificante del gen de TRRIII con mutaciones puntuales en los sitios de
unién de cada uno de sus ligandos. Esta estrategia seria de gran ayuda para
distinguir diferencialmente los efectos de los ligandos de TGFBs mediados por
TBRIIl durante el desarrollo de linfocitos T y en la homeostasis de células T
periféricas.

Ahora bien, en la siguiente seccion discutiremos la relevancia de la expresion de
TBRIIl en células T periféricas y el papel potencial de este proteoglucano en
mediar las sefiales de TGFB. Los datos que dieron pauta al siguiente abordaje fue
el hecho de que los timocitos SP CD4 y CD8 generados en timo, los cuales
egresan a o6rganos periféricos expresando niveles considerables de TBRIIl. En
especifico, aquellos timocitos terminalmente diferenciados (CD62L"/CD69") listos
para ser exportados a periferia incrementan TBRIII en superficie (figura 18).
Considerando que la disminucion del marcador CD69 y la adquisicion de CD62L
depende del cese de las sefales inducidas por la activacion del TCR (65), es
factible sugerir que la expresion de TRRIII este siendo controlada por las sefales
del TCR durante la transicion de timocitos SP a un fenotipo maduro. En este
sentido, no podemos tampoco descartar que la expresion de TRRIIl pueda ser
controlada por la actividad transcripcional de factores relacionados con la
permisividad de timocitos maduros a ser exportados a periferia como el es el caso
de FOXO1, el cual esta involucrado en la adquisicion de CD62L, S1PR1 y el
receptor de quimiocinas CCR7 (67).

Considerando lo anterior, las preguntas a responder de manera obligada en esta
tesis fueron: ¢la expresion de TBRIIl se mantiene en células T periféricas?, ¢ Esta
expresion puede ser regulada por la activacion del receptor de célula T? Y por
ultimo ¢Puede el TRRIII regular alguna funcion mediada por TGFB1 en linfocitos
T?. Los datos muestran que TRRIIl se expresa diferencialmente en linfocitos T
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periféricos, y que la mayor expresion encontrada fue en linfocitos T CD4", mientras
que linfocitos T CD8" expresan bajas cantidades y los linfocitos B niveles casi
nulos. Por otro lado, en este trabajo se demostré que la expresion de TRRIII es
controlada por las sefales inducidas por el entrecruzamiento del TCR, siendo un
evento muy temprano durante la activacion in vitro de linfocitos T vy

correlacionandose con la adquisicion de los marcadores CD25 y CD44.

El hecho que los linfocitos T CD4" expresen mas TRRIIl en superficie sugiere un
posible papel en la diferenciacion de linfocitos T CD4" hacia algun fenotipo
“ayudador” (Th). Con relacion a esta idea, un estudio reciente demuestra que la
expresion de TPRIIl estda controlada por la actividad transcripcional del factor
GATA-3 (GATA binding protein 1) en un modelo de carcinoma renal (145). Este
factor de transcripcion esta involucrado en la diferenciacion de células T CD4" al
fenotipo Th2, el cual se caracteriza por la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13. De forma
interesante, la secrecibn de activina A es inducida durante durante Ila
diferenciacion de células T CD4" hacia el fenotipo Th2, requiriendo de la actividad
transcripcional de los factores c-Maf y NFAT (245), aunque cabe senalar que en
este estudio no se evalud la expresion de TRRIII e inhibinas durante la
diferenciacion hacia el fenotipo Th2.

Sin embargo, a nivel de homeostasis, las subpoblaciones de los linfocitos T CD4"
y CD8"* mostré que las células T naive (CD62L"CD44"°) expresan mas cantidades
de TPRRIII en superficie mientras que linfocitos T de memoria central
(CD44'CD62L*) y de memoria/efectoras (CD44°'CD62L"°) expresan menos
cantidades en superficie. Este patrén de la expresion de TBRIIl en células T indica
una asociacion con el estado de activacidén y diferenciacion de los linfocitos en
condiciones de homeostasis. Asi mismo, dadas las evidencias de la funcion de
TBRIII en regular la migracién celular de otros tipos celulares(157, 166), resulta
atractivo investigar si la expresion diferencial en las subpoblaciones de células T
en homeostasis contribuye a un “homing” selectivo a érganos linfoides perifericos

o inclusive hacia 6rganos no linfoides. Es por este motivo que es indispensable
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contar con un modelo murino que presente una delecion condicional de TRRIII en
células T, el cual permita analizar la repercusion de la ausencia de este coreceptor

en la circulacion homeostatica de linfocitos T.

Como sabemos, una de las funciones cruciales de TGFB1 en el sistema inmune
adaptativo es el de regular homeostasis, tolerancia a antigenos propios y la
diferenciacion de células T periféricas durante una respuesta inmune (211). Esta
plasticidad funcional de TGFB1 mantiene una influencia importante en células T
activadas durante una respuesta inmune. En esta tesis decidimos abordar la
expresion y funcion de TRRIII en células T reguladoras Foxp3* como uno de los
tipos celulares regulados por TGFB. Las células T reguladoras Foxp3™ juegan un
papel importante en la prevencidon de enfermedades autoinmunes y en la
modulacién de respuestas inmunes hacia transplantes y en ciertas infecciones
(18). En condiciones de homeostasis, la mayor proporciéon de células T
reguladoras Foxp3® provienen del timo. Una vez que una respuesta inmune es
desencadenada se generan nuevas poblaciones Foxp3™ denominadas iTregs bajo

la accion de las senales de TGFB (18).

En este trabajo encontramos que en condiciones de homeostasis las células T
reguladoras Foxp3® timicas (naturales) no expresan TBRIII mientras aquellas
periféricas presentan un bajo o indetectable nivel de expresiéon de TBRIII (figura
29). Es posible que esta pobre deteccion de TBRIIl en células T reguladoras
Foxp3® residentes de ganglios se deba a una baja proporcion de poblaciones
Foxp3™ que son inducidas (iTregs) por la sefial de TGFB1. Este razonamiento lo
obtenemos de los datos obtenidos en los ensayos de generacion de células T
reguladoras in vitro, en los cuales la expresion de TRRIII se ve incrementada por la
activacion suboptima del TCR/CD28 y controlada por las sefales de TGFB1 en las
poblaciones Foxp3™ y Foxp3" obtenidas al final del cultivo (figura 30C). Este control
de la expresion de TBRIII mediado por TGFB1 ya ha sido previamente
caracterizado. Se ha demostrado que la sehal mediada por TGF@ regula
negativamente la expresion de TRRIII a través de la inhibicién de la actividad de su
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promotor distal representando un mecanismo comun en multiples tipos
celulares(137, 138, 129). Asi mismo, se ha descrito que el TGFB1 secretado de
forma autocrina es esencial durante la conversion de células T naive a células T
reguladoras Foxp3® (246). Por lo tanto, es factible proponer que en nuestro
modelo in vitro de generacion de células T reguladoras, el TGFB1 liberado de
forma autocrina por las sefiales derivadas del entrecruzamiento subodptimo del
TCR/CD28 actue regulando de forma negativa la expresidon de TRRIIl. Sin
embargo, para confirmar tal hipotésis, es necesario realizar experimentos
adicionales como la inhibicion del receptor tipo | (ALKS) especifico para TGF( a
distintos tiempos durante la conversién de células T naive a células T reguladoras
Foxp3®.

Finalmente, a diferencia de las iTregs Foxp3®, es muy evidente que dentro del
programa de expresion genetica de las células T reguladoras “naturales” TRRIII
parece no estar incluido. Un punto importante a considerar es que quizas esta
diferencia entre ambos tipos de células T reguladoras resida en el distinto
requerimiento de sefales involucradas en la generacion de las células T
reguladoras naturales, las cuales son seleccionadas en presencia de sefales del
TCR con mayor avidez, cercanos a los que presentan los TCR autoreactivos que
son eliminados por la seleccién negativa (76). En contraste, para que se lleve a
cabo la diferenciacién de las células iTregs se requieren de

bajas concentraciones de antigeno en periferia y de la transduccion de sefales
inducida por TGFB1, la cual es determinante en la transcripcion de Foxp3 (247).
La generacion de células T reguladoras Foxp3* naturales no requieren de TGFB1
para la transcripcion de Foxp3 sino mas bien este es esencial en la proteccién de

la apoptosis promovida por la seleccién negativa en el timo (84).

Muchos reportes basados en el estudio de la biologia de células T reguladoras
Foxp3" se han enfocado en tratar de controlar su generacion y/o mantener el
fenotipo regulador mediante diferentes estrategias en ciertas condiciones

inflamatorias. Un caso relevante es el de disminuir la generaciéon de células T
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reguladoras Foxp3® en condiciones de tumorigénesis con el fin de potenciar la
respuesta inmune hacia células transformadas. En este trabajo evaluamos si la
adicion de la forma soluble del ectodominio de TBRIIl en cultivos de conversion
hacia células T reguladoras Foxp3® podria disminuir la generacion de estas
células. Los datos muestran que la adicion del TBRIIl soluble reduce
significativamente la generacion de células Foxp3™ de manera dosis dependiente,
aunque cabe senalar que esta disminucidon no es comparable con la observada en
presencia de anticuerpos neutralizantes para TGFB1 (figura 30A y B. En conjunto
estos datos sugieren que el empleo de la forma soluble de TERIII en modelos in
vivo de tumorigénesis pueden reducir la induccion de células T reguladoras

Foxp3" potenciando la respuesta inmune especifica hacia células cancerigenas.

Varias preguntas faltan por responder acerca del posible papel de TRRIII en la
generacion y funcién de las células T reguladoras Foxp3®. Por ejemplo, hasta el
momento desconocemos si la proporcion disminuida de células T reguladoras
generadas in vitro en presencia del TBRIIl soluble siguen siendo capaces de
mantener tolerancia periférica, es decir, si se comportan como iTregs
convencionales empleando los diversos mecanismos de supresion conocidos
como la secrecidn de citocinas inhibidoras, disrupcion metabdlica, induccion de
citolisis, y la regulacion de la maduracién y funcion de células dendriticas (14, 15).
Aunado a lo anterior, es necesario averiguar si el TBRIIl es relevante en integrar
las sefales de otros miembros de TGFB como son inhibinas y BMP2/4 para la
generaciéon de células iTregs Foxp3®, ya que recientemente se ha descrito que
activinas y BMP2/4 son capaces de potenciar la generacion de iTregs promovida
por TGFB1 (248, 246).

Finalmente, los datos obtenidos en esta tesis aportan los fundamentos suficientes
para explorar el papel de TRRIIl en las distintas facetas funcionales de la biologia
de los linfocitos T. En primera instancia, es necesario averiguar la funcion de
TBRIIl en otras poblaciones de células T CD4" que dependan de las sefiales de

TGFB1 para su generacion y mantenimiento durante una respuesta inmune. Por
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ejemplo, es atractivo investigar en modelos de diferenciacién in vitro si TBRIIIl es
requerido para la generacion de las células Th17, Th9 y Tr1, las cuales requieren
en comun de la accion de TGFB y de la cooperacion de otras citocinas (10, 13,
9).Por otro lado, dada la evidencia de que GATAS3, factor de transcripcion
caracteristico de células Th2, es capaz de promover la expresion de TRRIII en
células tumorales (145), es necesario explorar esta posibilidad en ensayos de
diferenciacion in vitro hacia el fenotipo Th2, involucradas en la inmunidad humoral
hacia patégenos como helmintos y otros organismos extracelulares, y distinguidas

por la cronicidad en la respuesta que desencadenan en alergias y asma(4).
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IX. Conclusiones
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Considerando los datos obtenidos en este estudio las conclusiones son las

siguientes:

1. TBRIIl se expresa en los tejidos estromal y linfoide del timo murino.

2. TPRIIl se expresa en timos fetales y de raton adulto.

3. Existe una expresion diferencial de TBRIIlI en timocitos dependiendo de su
estado de desarrollo y maduracion terminal: ADN-WDP-ASP.

4. La disminucién de la expresion de TBRIII observada en la transiciéon de
timocitos DN3 hacia DN4 y DP indica que la expresion de este
proteoglucano puede estar regulada por las sefales mediadas por el pre-
TCR.

5. Existe un incremento en expresion de TBRIII en timocitos SP CD4" y CD8*
terminalmente diferenciados, lo cual se relaciona al cese de la sefiales
inducidas por el TCR y sugiere un posible papel de TBRIIl en el exporte de
timocitos maduros a periferia.

6. El bloqueo de la funcién co-receptora y la ausencia de TBRIIl disminuyen la
transicion en desarrollo de DN a DP relacionandose con el fenotipo
deficiente de inhibinas en el timo.

7. TPBRIIl regula las sefales que permiten la sobrevivencia de los timocitos en
desarrollo, lo cual es evidenciado con el incremento de la apoptosis,
principalmente en timocitos DP, en ausencia de TBRIII.

8. Las moléculas de TRRIII expresadas en la superficie de timocitos SP CD4"
y CD8" se mantiene en linfocitos T circulantes y en 6rganos linfoides
periféricos, siendo menor la expresion de éste en linfocitos T CD8" .

9. En condiciones de homeostasis, TBRIIl es mantenido en la superficie de
linfocitos T virgenes mientras que en poblaciones que han sido activadas,
expandidas y diferenciadas a un fenotipo de memoria presentan menos
moléculas de TBRIII en su superficie.

10. Las células T reguladoras Foxp3®, siendo la mayoria “naturales” en
condiciones de homeostasis, expresan de bajos a indetectables niveles de
TBRIII en superficie.
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11. La activacion temprana de linfocitos T virgenes mediante entrecruzamiento
del TCR in vitro muestra un incremento de la expresion de TRRIII.

12. El uso de la forma soluble de TBRIII regula negativamente la diferenciacion
inducida por TGFB de linfocitos hacia el fenotipo regulador Foxp3”.
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X. Perspectivas



Una de las preguntas abiertas sobre el papel de las inhibinas en el sistema inmune,
es si éstas son capaces de iniciar sefiales independientes, dada la evidencia
obtenida en nuestro laboratorio, de que no siempre antagonizan las sefiales de las
Activinas, es necesario investigar el posible mecanismo molecular involucrado en

su sefalizacion.

Para ello, se evalu6 la sefial de inhibinas inducida en cada una de las
subpoblaciones de timocitos, el requerimiento de esta sefial a nivel de receptores
y por ultimo la expresion de los receptores en timo. Como ya he mencionado
anteriormente, las inhibinas son considerados a ser antagonistas claves de las
sefales de activinas, siendo mecanisticamente la interaccion con TBRIII, la
exclusion del receptor Tipo | y la inhibicion de la activacion de smads intracelulares
(182, 170, 183). Sin embargo en nuestro laboratorio hemos observado que las
inhibinas, principalmente la isoforma B, son capaces de inducir la fosforilacion de
Smad2 en timocitos a niveles comparables de estimulos controles de TGFp y
activina A (figura 31 ). De manera resaltante la inhibina A induce una fosforilacion
menor de smad2 comparado con inhibina B en todas las supoblaciones en

timocitos (figura 31).
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Figura 31. Fosforilacién de smad2/3 inducida por ligandos de TGFB en las subpoblaciones

de timocitos murinos. Se realizén tincion de los marcadores CD4 y CD8 en timocitos murinos y se estimulo con

TGFB1 (10ng/ml), activina A (500ng/ml), Inhibina A (500ng/ml), e inhibina B (500ng/ml) durante 30 minutos a 37°C,
Posteriormente se permeabilizaron a la células y se tifieron intracelularmente con anti-psmad2/3. Los histogramas muestran

la fosforilacion de smad2/3 inducida por los ligandos de TGF en las diferentes subpoblaciones de timocitos.

Estos datos hacen replantear el mecanismo reportado para inhibinas en la
inhibicion de sefales de las activinas sobre tipos celulares del sistema
reproductivo. En consecuencia, el siguiente paso fue el indagar si la activacion de
smads depende de la actividad de un receptor Tipo I. Para ello, decidimos evaluar
este requerimiento utilizando el farmaco SB431542, el cual inhibe la actividad de 3
receptores tipo relacionados filogenéticamente entre si ALK4 (ActRIB), ALKS
(TBRI) y ALK7 (ActRlIc) (249). Como se muestra en la figura 32A, la actividad de
este inhibidor (SB) es eficaz en atenuar la sefial inducida por una concentracion
optima de TGFB (10ng/ml), el cual senaliza a través del receptor Tipo | ALKS.

Esta misma concentracién de inhibidor (SB) es capaz atenuar la fosforilacion
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mediada de inhibinas a una concentracion de 500ng/ml y a una concentracion de
1000ng/ml, indicando claramente la dependencia de la actividad de un receptor
Tipo | (Figura 32B).
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Figura 32. La activacion de smads mediada por inhibinas depende de la actividad de un

receptor tipo l. 10 x10° células de la linea jurkat E6 fueron previamente incubados con el inhibidor con SB431542

durante 30 minutos a 37°C, y posteriormente las células fueron estimulados durante 30 minutos con los ligandos sefialados.
Se lisaron las células y se realiz6 una inmunoprecipitacion de smad2 y posteriormente los blots para la forma fosoforila de
smad2. (A) Curva dosis respuesta de la estimulacion de la linea jurkat E6 con TGFB1 (10ng/ml) durante 30 minutos a 37°C,
en la dltima columna se muestra la fosforilacion inducida por TGFB1 en presencia del inhibidor SB431542. (B) Curva
temporal de la estimulacién de la linea jurkat E6 con el ligando de inhibina A (500ng/ml). En la ultima columna se muestra la

fosforilacion inducida por inhibina (100ng/ml) en presencia del inhibidor SB431542.

De los tres receptores tipo | que resultar ser inhibidos por el farmaco SB431532
ALK4, ALKS y ALKY7, en el laboratorio sospechamos que esté ultimo es el
potencial en la unién de inhibinas. Esta sospecha tiene una logica estructural, ya
que la subunidad B y la a son capaces de unirse a receptores de activinas
manteniendo la hipotésis de un mecanismo alternativo de inhibicién de sefales.

ALK7 se ha descrito que es activado por subunidades B de activinas,
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principalmente la subunidad BB (250, 251), la cual en este estudio forma parte de
la inhibina B que, de manera interesante, indujo una mayor activacion de smads
en timocitos (figura 31). Independientemente del mecanismo posible de
transduccion de senales, varios articulos sustentan la correlacion de la expresion
de ALK7 y de inhibinas en varios tipos celulares(252-254, 251, 255, 256).

Considerando lo anterior, el siguiente paso fue investigar la expresion de ALK7 en
timo utilizandos las técnicas de RT-PCR y cuantificacion por PCR en tiempo real.
Como se muestra en la figura 33A, ALK7 se expresa en timo completo y en
estroma timico mientras que en bazo no se detectd. Esta expresion en timo se dio
preferencialmente en la subpoblacion CD4" y en menor medida en el estroma
timico, en timocitos DN, DP y CD8", aunque cabe sefialar que se observa un
incremento progresivo con el avance en la diferenciacion de timocitos (figura 33B).
Adicionalmente, cuando evaluamos la expresion de ALK7 en la diferenciacion
temprana de linfocitos en timos fetales, este receptor se expresa en niveles
incrementados el dia 14 y 15 disminuyendo significativamente al dia 16 de

desarrollo (figura 33C).
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Figura 33. El ARNm de ALK7 se expresa en los tejido linfoide y estromal del timo. Se extrajo

ARN total de diversos tejidos y posteriormente se genero ADN complementario mediante la reacciéon de RT. Los tejidos que
sirvieron como controles positivos de ALK7 son testiculo, cerebro, higado y ovario. (A) RT-PCR convencional de la
amplificacion de ALK7 en timo, estroma de timo y bazo. (B) Cuantificacion de la expresion de ALK7 por PCR en tiempo
real en poblaciones de timocitos sorteadas DN (CD4'CD8’), DP (CD4°CD8"), CD8" y CD4". Str (estroma timico del dia 15 de
desarrollo). Cuantificacion de la expresion de ALK7 mediante PCR cuantitativa en tiempo real a partir de muestras de ADNc
obtenido de timos adultos y timos fetales del dia 14, 15 y 16 de desarrollo. (B) Cuantificacién de la expresién de ALK7
mediante PCR cuantitativa en tiempo real a partir de muestras de ADNc obtenido de timos adultos y timos fetales del dia 14,

15y 16 de desarrollo.

En resumen estos datos apoyan la hipdtesis de que ALK7 es un componente
potencial en mediar la sefial de activacibn de smads por inhibinas y que es
expresado diferencialmente en timocitos. Sin embargo, es necesario sefialar que
debido al reciente descubrimiento de este receptor en cerebro (257), todavia no
existen anticuerpos disponibles especificos para el receptor murino que nos
permitar evaluar la expresion de ALK7 en la superficie de las distintas
subpoblaciones de timocitos en desarrollo. Por tal motivo, no fue posible una

mayor caracterizacion de este receptor a nivel de proteina en este estudio.
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Uno de los proyectos abiertos a futuro sera identificar el receptor responsable de
la sefializacibn mediada por inhibinas mediante experimentos de binding con
ligandos iodinados y confirmar, si en efecto ALK7 podria estar participando de las

sefales inducidas por inhibinas.
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Abstract

TGF-B type Ill receptor (TBRIII) is a coreceptor for TGFB family members required for high-affinity binding of these ligands to
their receptors, potentiating their cellular functions. TGF-p [1-3], bone morphogenetic proteins (BMP2/4) and inhibins
regulate different checkpoints during T cell differentiation. Although TpRIll is expressed on hematopoietic cells, the role of
this receptor in the immune system remains elusive. Here, we provide the first evidence that TBRIIl is developmentally
expressed during T cell ontogeny, and plays a crucial role in thymocyte differentiation. Blocking of endogenous TBRIII in
fetal thymic organ cultures led to a delay in DN-DP transition. In addition, in vitro development of TBRIIl /"~ thymic lobes
also showed a significant reduction in absolute thymocyte numbers, which correlated with increased thymocyte apoptosis,
resembling the phenotype reported in Inhibin o =/~ thymic lobes. These data suggest that Inhibins and TPRIIl may function
as a molecular pair regulating T cell development.
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Introduction

T cell development requires the recognition of self-peptide
MHC complexes by immature thymocytes, leading to the selection
of a self-restricted and autotolerant 'I' cell repertoire. In addition to
the nature of TCR signals triggered by self-peptide recognition,
other signals provided by thymic stromal cells, such as those
triggered by members of TGF- superfamily like TGFp, activins/
inhibin and BMP subfamilies have been shown to act as key
regulators of apoptosis, survival and cell cycle progression in
different cell types [1-3].

We and others have described that members of TGF-B
superfamily are differentially expressed in the thymus and regulate
specific developmental checkpoints, influencing T cell develop-
ment in [4,5]. Specifically, among TGFps, only TGFB1 and
TGFpB2 appear to regulate DN1-DN2 and DN-DP transitions and
promote maturation of CD8SP [4]. On the other hand, BMPs and
their negative regulators, chordin, noggin and twisted gastrulation
(Tsg), are also expressed in the thymus. BMP2 and BMP4 were
shown to negatively regulate DN1-DN2, DN3-DN4 and DN-DP
transitions [4,5]. Finally, we have recently described that inhibins
are abundantly expressed in the thymus by stromal cells and
thymocytes [6] and that, addition of exogenous inhibins in FTOCs
regulate T cell development at the DN3-DN4, DN-DP, and DP-
CD8SP stages [7]. Moreover, endogenous inhibins were required

PLOS ONE | www.plosone.org

to obtain normal thymocyte numbers and adequate DN-DP
transition during i vitro T' cell development [7].

A central coreceptor in the canonical signaling pathway of
TGF-B is betaglycan, also known as the TGF-B type III receptor
(TBRII), which is a widely expressed membrane-anchored
proteoglycan. Structurally, it is characterized by a large extracel-
lular region, containing heparan and chondroitin sulphate chains,
and a short cytoplasmic domain that lacks a signaling motif, which
has recently been shown to regulate cell processes like apoptosis
and cell migration [8,9]. TPRIII-null mice embryos die between
E13.5 to E18.5 of embryonic stage by heart and liver defects,
caused by an altered TGF-p2-induced mesenchymal transforma-
tion process and the incidence of apoptotic events [10]. Recently,
it has been described that the absence of TPRIII also compromises
normal seminiferous cord formation, Leydig cell function in testis
[11] and alters kidney development [12].

The main function of TPRIII is to orchestrate the TGFB, BMP
and inhibin-mediated signals in different cell types. TPRIII
enhances the binding of all three TGF-f isoforms to the TGF-B
signaling receptor complex, but is specially required for high
affinity binding and functional activity of TGF-B2 [10,13-17]. On
the other hand, TPRIII enhances the binding of BMP2, BMP4,
BMP7 and GDF5 to BMPRI leading to an increase in Smadl
phosphorylation, and thus potentiates its functional effects [18]. In
addition, TBRIII binds inhibins with high affinity, potentiating the
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exclusion of ACTRIB (ALK4) to antagonize activin-mediated
functions [14,19-21]. Also, TBRIII enables inhibins to antagonize
BMP signaling [22] and to reduce TGF-B2 signals through the
endocytic internalization of TBRIII [23]. Conversely, TBRIII also
allow TGF-B1 and 2 to attenuate inhibin-mediated functions by
downregulating the expression and binding of this co-receptor
[24,25].

Although TBRIII is broadly expressed in many tissues, its
presence and the potential function of this receptor in the
hematopoietic system remains poorly characterized [26-31].
Given that downstream signaling of many TGF-B ligands are
regulated by TPRIII to fine tune key cellular processes, here we
investigated the expression of TPRIII in the thymus and its
potential role in T cell differentiation.

Materials and Methods

Mice

4 to 6 week old C57BL/6 mice were used in our experiments.
TPRRII wild type, heterozygous, and null mouse embryos [10]
were obtained from synchronized embryonic day 14 (E14) matings
of TPRIII heterozygous mice. All animal handling and experi-
mental procedures were done according to the Instituto de
Investigaciones Biomedicas ethics guidelines. The study was
approved by the “Comité para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (CCUAL)” of the Institute.

PCR and Genotyping

Amplification of wild-type or mutant TPRIII alleles in tissue
samples from El4 embryos was achieved with the following
primers: Pl 5-ATTGTGTTCATAGGTCCAGA-3’, wt 5-
CCTAGTCCTTGGTCTGTACT-3', and Neo 5'-
TAGGGTTCCGATTTAGTGCT- 3', using the following pro-
gram: 1 minute of initial denaturing step at 94°C, then 35 cycles of
denaturing (94°C for 1 min), annealing (53°C for 1 min), and
elongation (72°C 1 min), and one final step at 72°C for 5 min.
Products obtained after PCR were electrophoresed in 1% agarose
gels.

Role of TBRIIl in T Cell Development

RNA Isolation and RT-PCR

Total RNA was obtained from total fetal (E14-E15 gestation)
and adult thymi, E15 thymic stromal cells, sorted adult thymocyte
subpopulations, L6E9 and BG22 myoblast cell lines. Testis and
brain were used as control tissues. E15 thymic stromal cells were
purified as previously described [6]. Sorted thymocyte subsets
(DN, DP, CD4" and CD8") were obtained with FACS Aria cell
sorter (BD Biosciences) with a purity of >95%. RNA was isolated
using RNA-STATG60 reagent (Tel-Test Inc, Friendslaw, TX)
according to manufacturer’s protocol. 510 pg of total RNA was
treated with “DNA-Free” reagent (Ambion Inc. Austin TX).
cDNA was synthetized using M-MLV RT and oligo dT (both
from Invitrogen Inc, Carlsbad, CA) according to manufacturer’s
recommendations.

Real Time PCR Analysis

The following primers were used: TPRIII Forward 5' -
GCCAGACGGCTACGAAGATTT- 3', TPRII reverse 5'-
AACACTACCACTCCAGCACGG- 3', B-Actin Forward 5’ -
TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC- 3’ and B-Actin Re-
verse 5'- TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG- 3'. Mea-
surement of gene expression was performed amplifying cDNA
with SYBR Green PCR Core Kit (Applied Biosystems) and
analyzed with the ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
software (Applied Biosystems, Foster City, CA). Amplification
conditions for TPRIIT and B-actin were an initial step of 5 min at
95°C, followed by 40 cycles of 95°C for 30 sec, 58°C for 1 min
and 61.3°C for 1 min. Expression specific gene was calculated
using the formula 97A% The calculation of TBRIIT expression
was normalized to B-actin and performed as previously described
[6]. The PCR products were analyzed on a 2% (w/v) agarose gel
to confirm purity and size of products.

Flow Cytometry

A total of 0.5-1x10° cells were treated with Fc block for 30
minutes at 4°C following by staining with the indicated antibodies:
FITC-coupled anti-CD4 (RM4-5), PE-coupled anti-CD44 (Pgp-1,
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Figure 1. TBRIII mRNA is expressed in fetal and adult murine thymus. RT-PCR was employed to amplify a TBRIIl product (64 bp) from cDNA
obtained of control and test samples; as positive control, Brain (Br), Testis (Te), TBRIII stably transfected myoblast line cell (BG) were used. H,0 (c) and
the parental, TPRIIl-negative, myoblast cell line L6E9 (L6) were used as negative controls. cDNA of total thymocytes (thy) and whole adult thymus
(wthy, including thymocytes and stromal cells) were tested for the expression of TBRIIl. Quantitation of TPRIIl expression was performed by
quantitative real time PCR analysis of cDNA samples obtained from E14, E15 and E16 thymi and whole adult thymus. Real time PCR shows differential
TBRIIl expression in sorted thymocyte subpopulations DN (CD4~CD8"~), DP (CD4"CD8"), CD8" SP and CD4" SP. Str (thymic stroma), Ad (adult thymus).
The purity of all sorted thymocyte subsets was greater than 96%. Values represent relative expression (272, expressed as mean values + SEM of
three independent experiments. Asterisks indicate * p=0.05, and **p=0.01.

doi:10.1371/journal.pone.0044217.g001
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Figure 2. TPRIIl is developmentally expressed during T cell ontogeny. Thymocytes from 4 to 6 week old C57BL/6 background mice were
stained with antibodies to CD4, CD8, and TPRIIl. Pre-immune serum was used as an internal background staining control. (A) Representative
histograms showing the percentage of TBRII* cells in gated DN, DP, CD4" SP and CD8" SP subsets. Graphs show the percentage of TBRIII"
thymocytes and geometric MFI calculated after subtracting the background staining. (B) Representative histograms showing the percentage of
TBRIII* thymocytes in DN1, DN2, DN3 and DN4 immature subsets. Graph represents the analysis of TRRIII* cells and geometric MFI in gated DN1, DN2,
DN3 and DN4 immature subsets. Unstained (filled curve in gray), preimmune serum (gray line) and anti-TBRIIl antiserum (black line). Data are
representative of 4 independent experiments. (C) Left panel, graph shows the percentage of TRRIII* cells and geometric MFI in gated CD69~ and
CD69" SP thymocytes as showed in histograms. Right panel, graph represents the analysis of TBRIII" cells and geometric MFI in gated CD62L",
CD62L" and CD62L" Sp thymocytes as showed in upper panel. Mean values = SEM are shown (n =5 per group). Asterisks indicate * p=<0.05, and
*p=0.01.

doi:10.1371/journal.pone.0044217.g002

Ly-24), PE-coupled anti-CD4 (L3T4), PE-coupled anti-CD8 (Ly- obtained from BD Biosciences and Biolegend. For TBRIII
2), PE-coupled anti-CD19 (1D3), biotin-conjugated anti-CD25 detection a polyclonal antibody was used [13]. As secondary
(7D4), PeCy5-coupled anti-CD4 (L3T4), Cy5-coupled anti-CD8 reagents, FI'TC-conjugated goat anti-rabbit IgG (Invitrogen), PE-
(Ly-2), APC-coupled anti-CD4 (RM4-5) and PE-conjugated rabbit conjugated anti-rabbit IgG (Invitrogen) and APC-conjugated
anti-active caspase 3, all from BD Biosciences (San Jose, CA) streptavidin (BD Biosciences) were used. Dead cells were gated
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Figure 3. The blocking of TBRIIl in FTOCs alters T cell development. E14 thymic lobes were cultured in the presence of anti-TRIIl antibody or
in the presence of pre-immune serum (control lobe). At day 3 and 7 of culture thymic lobes were disaggregated, counted and stained with antibodies
to CD4, CD8. (A) Representative CD4 versus CD8 staining dot plots. (B). Comparative graphs represent the percentages of DN, DP, CD4SP and CD8SP
thymocytes obtained after 3 and 7 days of culture between both treatments. (C) Analysis of cell numbers in non-treated and anti-TBRIIl treated FTOCs
at day 3 and 7. Data are representative of two independent experiments. Mean values = SEM are shown (n =7 per group for day 3, and n =9 per

group for day 7). Asterisks indicate *p=0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0044217.g003

out depending on forward scattering (FSC) and side scattering
(SSC). All samples were captured in a FACsCalibur and
FACSAria (BD) and data were analyzed with FlowJo© Tree Star
software.

Western Blotting Analysis

Cell lysates (10x10° cells) were resolved on a 10% sodium
dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
and transferred to Immobilon-P membranes (Millipore, Billerica,
MA). Immunoblotting was carried out with anti-TBRIII (Cell
Signaling Tech Inc., Beverly, MA), followed by horseradish
peroxidase-labeled anti-mouse immunoglobulin  (Amersham,
Buckinhamshire, UK). As a loading control, anti-B-actin antibody
was used (kindly provided by Dr. Isaura Meza, CINVESTAV-
IPN, D.F, México). Immunoblots were revealed by enhanced
chemiluminescence assay (ECL, Amersham).

FTOCs

Fetal thymi of TBRIII wild type, heterozygous, and null mouse
embryos were obtained from timed matings of heterozygote mice
(G57BL/6 background) and genotyped as described above. Fetal
thymi were cultured as previously described [7]. Fetal thymi were
cultured with or without anti-TBRIII blocking Ab (1/100 dilution)
for 3-7 days, and medium was refreshed every third day. On days
0, 3 and 7 of culture, thymic lobes were disaggregated and
thymocytes counted and stained for flow cytometric analysis.

Apoptosis Assays

Thymocytes were initially stained with CD4/CD8 antibodies
followed by Annexin-V, according to the manufacturer’s protocol
(BD Biosciences). For the analysis of active caspase 3, cells were
permeabilized with Fixation/Permeabilization solution (BD Bio-
sciences) for 1 hr at 4°C and then incubated with anti-active
caspase 3-PE (eBioscience, San Diego, CA) for 30 minutes at 4°C.

Statistical Analysis

For FTOCG:s using the antibody anti-TBRIII, a paired two-tailed
Student’s test was used to compare lobes from each fetus (control
lobe versus treated lobe). For the rest of experiments, an unpaired
Students test was used. Asterisks indicate p=0.05(*) and
p=0.01(**). P values =0.05 were considered as statistically
significant.

Results and Discussion

TBRII mRNA is Expressed in Murine Thymocytes and
Stromal Cells

We first investigated the expression of TBRIII in the thymus at
the mRNA level. Although we expected to find expression on
stromal lineage cells (which include epithelial cells, macrophages
and dendritic cells), surprisingly, we found significant levels of
TBRIII in thymocytes (Figure 1). This expression was comparable
to levels observed in the brain and testis, which were used as
control tissues [32]. TGFP superfamily members have an essential
function in early T cell development that initiates with the arrival
of lymphoid progenitors to the thymic anlage from 13.5 days of
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gestation [4,5]. In order to determine if TPRIII signaling might
have a role in fetal thymocyte development, we analyzed the gene
expression of the receptor in E14, E15 and E16 fetal thymi and
compared it to that in adult thymi. We observed that TBRIII was
significantly expressed in all fetal stages at levels equivalent to adult
thymus. Although the expression of TPRIII was slightly elevated
E15 fetal thymi, it was not significantly different from other time-
points during development (Figure 1). To directly determine the
expression of TPRIII in thymocytes at different stages of
development from that in stromal cells, we sorted DN, DP, SP
CD4" and SP CD8" thymocyte subsets from adult thymi and E15
thymic stromal cells. As expected, we observed that TPRIII
mRNA was highly expressed in stromal cells (Figure 1). Remark-
ably, thymocyte subpopulations at all stages of development
expressed significant levels of this proteoglycan with the CD4" SP
subset expressing the highest levels (Figure 1). Western blot
analysis revealed confirmed a 100 kDa protein that corresponds to
the core protein of mouse TPRIII in total adult thymocytes, lymph
node cells and splenocytes (Figure SIA).

Thus, this is the first evidence that TPRIII is expressed in
thymic stromal cells and also in thymocytes, suggesting its
potential role during T' cell development.

TBRIII Expression is Regulated during T Cell Ontogeny

Since type I and type II TGFB receptors are differentially
expressed in thymocyte subsets and their expression is associated
with distinct thymocyte responsiveness to TGF-B superfamily
ligands [4,5,33], we investigated whether TRRIII is differentially
expressed on the cell surface of developing thymocytes. For this
purpose we used a polyclonal antibody directed against the
TBRII ectodomain. Its specificity was confirmed by staining of
TPRIII deficient fetal thymocytes and after competition with a
soluble form of TRRIII (Figure S1B and C). Consistent with the
mRNA expression data (Figure 1), all thymocyte subsets expressed
TPRII protein on the cell surface, showing an increased
percentage of TPRIIT" cells within the SP subset (Figure 2A).
Based on mean fluorescence intensity values (MFI), we observed
that the DN subset expressed the highest levels of TBRIII, which
diminished at DP stage and moderately increased at the SP stages
(Figure 2A).

It is well known that TGFps, activins/inhibins and BMPs
regulate early stages of T cell differentiation [7], we therefore
analyzed the expression of TBRIII in immature DN thymocytes by
using anti-CD44 and anti-CD25 antibodies to identify DN1, DN2,
DN3 and DN4 stages. As shown in Figure 2B, the percentage of
DN cells expressing TPRIIT cells increased from DNI1 to DN2
reaching a peak at the DN3 stage followed by a significant
decrease at the DN4 stage. Analysis of MFI confirmed the
downregulation of TPRIII at DN4 stage, suggesting that pre-TCR
signaling may regulate TBRIII expression in thymocytes. Consis-
tent with these findings, we suggest that TPRIII expression at DN3
stage may be important to integrate the signaling output of BMPs
and inhibins influencing the transition of thymocytes to the DP
stage. In fact, we recently demonstrated that inhibin A, a ligand
with high affinity for TBRIII, promoted DN3 to DN4 transition in
FTOCGs, suggesting their positive role during TCR B-selection
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Figure 4. TPRIII "/~ fetal thymi display an altered T cell development. (A) Graph of thymocyte numbers at days 0, 3 and 7 from E14 TRRII

Role of TBRIIl in T Cell Development

[+

and TPRIII™/~ fetal thymic lobes, respectively. (B) Representative CD4 versus CD8 staining dot plots from TRRIII* and TRIII ™/~ fetal thymic lobes at
days 3 and 7 of culture. Summary of experiments showing the percentage of each thymocyte subsets from TPRII”* and TBRIII ™/~ FTOCs at days 3
and 7. (C) Analysis of total cell numbers in gated DN, DP and CD4SP and CD8SP thymocytes from TBRIII** and TBRIII/~ fetal thymi. Data are
representative of three independent experiments. Mean values = SEM are shown, TBRIII"* n =17 and TPRIII"/~ n =16. Asterisks indicate *p=0.05

and **p=0.01.
doi:10.1371/journal.pone.0044217.g004

process [7]. Moreover, an interesting mechanism was described for
BMPs, where the expression of twisted gastrulation (Tsg) is
induced after pre-TCR signaling to reverse the BMP2/4-
dependent arrest and to promote T cell differentiation [34].
However, future experiments will be necessary to discriminate the
contribution of TPRII in each TGFP ligand-mediated functions
at this stage.

Since TPRII is expressed in SP thymocytes, we next
mvestigated whether upregulation of this receptor might accom-
pany the process of positive selection. We used TCRB, CD5 and
CD69 as markers to analyze TPRIII expression in DP cells that
have undergone positive selection. No correlation was observed
between the expression of TBRIII and the levels of CD5, CD69
and TCR in DP thymocytes, suggesting that TPRIII expression
in thymocytes is not modified by TCR signaling (data not shown).
However, analysis of mature SP thymocytes indicated that TBRIII
is upregulated in CD4* SP CD69 ™~ compared to CD4" SP CD69*
thymocytes (Figure 2C, left pancls), as well as in CD62L" CD4*
SP and CD62L" CD8"* SP compared to CD62L™ cells (Figure 2C,
right panels). Altogether, these data show that TPRIII expression
may be associated with the terminal differentiation of thymocytes
and is preferentially expressed in the most functionally mature
CD4* and CD8* SP cells (CD69~ and CD62L™M, respectively).

TBRII Blocking Results in Delayed T Cell Development

TBRIII ligands TGF-Bs, inhibins and some BMPs, have been
reported to regulate specific checkpoints during T cell differenti-
ation [4]. To directly determine if TPRIII has a role in T cell
development, we evaluated the requirement of this co-receptor by
performing blocking assays in FT'OCs with specific antisera
directed against its extracellular domain. This strategy has been
previously employed to evaluate the requirement of T RIII for
epithelial-mesenchymal transition [17] and to restore the T cell
stimulatory function of DCs suppressed by TGFB [29]. No
differences were observed in absolute cell numbers or in
percentages of DN1-DN4 thymocytes at day 3 of culture under
blocking conditions (Figure S2). In addition, when we examined T
cell development at day 7 of culture, a significative decrease of
DN2 subset and a slight reduction was observed in anti-TBRIII
treated lobes (Figure S2C and D). Interestingly, blocking of
TPRIII signaling significantly reduced the proportion of DP
thymocytes that was associated with a corresponding increase in
the DN subset (Figure 3A and B) indicating that TPRIII may act
by regulating pre-TCR mediated signals, as has been reported for
its ligands, BMPs and inhibins [7,34]. This data correlate with the
downregulation of TPRIII expression observed between DN3-
DN4 and between DN and DP (Figure 2A and 2B). As shown in
Figure 3C, analysis of thymocyte cell numbers showed a slight
decrease, although not significant, in DP and CD4SP cell numbers
at day 3 of culture in fetal lobes treated with anti-TBRIII
antiserum.

T Cell Development is Attenuated in TBRIII Null Embryos

To further confirm the role of TPRIII during thymocyte
development, we performed FTOCs of TPRII null embryos.
TPRII null mice show intrauterine lethality due to proliferative

PLOS ONE | www.plosone.org

defects in heart and apoptosis in liver, beginning at E13.5 and with
higher mortality by E16.5 [10]. Therefore to analyze the impact of
TPRIII deficiency in thymocyte development and to reduce
deleterious systemic defects, we isolated E14 fetal thymi obtained
from TBRIII heterozygous pregnant females and analyzed T cell
development in FTOC. We observed no differences in cell
numbers at day 0 between all of the genotypes (Figure 4A). In
addition, analysis of DN immature subsets showed no significant
differences in the absence of TPRIII (Figure S3). However by day
3 and significantly by day 7, thymocyte numbers were greatly
reduced in TPRIII null fetal thymi compared to wild type thymi.
Consistently, analysis at day 7 of TBRIII ’~ FTOCSs showed a
significant reduction in the percentage of DP thymocytes, which
was accompanied by an increase in DN thymocytes (Figure 4B),
which correlates with the reduced cellularity observed in the
absence of TRRIII (Figure 4A). In fact, analysis of cell numbers in
TBRII/~ FTOC:s at day 7 clearly show a significant decrease of
DP and consequently in CD4SP and CD8SP thymocytes
(Figure 4C). No differences in cell numbers between TRRII™™*
and TPRII ™/~ fetal thymi were observed at day 3 of culture.
(Figure 4C). This reduction in thymus cellularity is more
pronounced in TBRIII /" FTOCs than under ant-TPRIII
blocking conditions, suggesting that the antibody might not
completely block all the available TBRIII (membrane bound
and/or soluble) or alternatively, it may only affect membrane
bound TPRIII-mediaded actions, while in TPRII deficient
thymocytes, also ligand-independent functions are absent, result-
ing in a more marked phenotype.

Although the kinetics are different, our results show that DN-
DP transition is decreased when TBRIIT signaling is compromised
by use of blocking antibodies or by genetic deletion of the receptor.
These data support the notion that TPRIII regulates DN-DP
transition during thymocyte differentiation. In line with these
findings, despite to the difficulty to discriminate the contribution of
TBRIII in the actions mediated by each ligand during thymocyte
development, we have recently demonstrated that inhibin o/~
thymic lobes [7] also show reduced thymocyte numbers and a
delayed DN-DP transition. We propose that TBRIII and inhibins
may function as a molecular pair to regulate T cell differentiation,
a functional association observed in other cell types [35].

Increased Apoptosis in the Absence of TRRIII

Enhanced apoptosis of thymocytes in TPRIIT ™/~ thymic lobes
might be the mechanism responsible for the impaired DN-DP
transition and the reduced cellularity observed during thymocyte
differentiation. This prediction arises from the study of fetal liver of
TPRIII null embryos, which showed increased apoptosis associ-
ated with a significant reduction in cellularity in liver [10]. To
directly test this, we analyzed the extent of ongoing apoptosis at
day 7 of culture by measuring the levels of the active form of
caspase 3 in all thymocyte subpopulations (Figure 5A). Interest-
ingly, we observed a significant increase in the percentage of active
caspase 3" cells in the DN, DP and CD4" SP subpopulations from
TPRII /™ fetal thymi compared to wild type thymi (Figure 5A).
In accordance, MFI for active caspase 3 also showed an increase in
this apoptotic mediator in DP and DN subpopulations, although
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Figure 5. TBRIIl deficiency results in increased apoptosis of developing thymocytes. (A) Left panel, representative CD4 versus CD8 staining
dot plots from TRRIII** and TRRIII/~ fetal thymic lobes at day 7 of culture. Histograms show the expression of active caspase 3" cells in each gated
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indicate statistically significant differences (** p=0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0044217.g005
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the latter did not reach statistical significance, suggesting that DP
thymocytes are more susceptible to die in TBRIII™ /™ fetal thymi
(Figure 5A). In addition, annexin V staining confirmed the
increased apoptosis of DP and CD4" SP thymocytes in the absence
of TRRIII (Figure 5B).

In agreement with our data, several findings highlight a crucial
role for TPRIII as a regulator of apoptosis including the higher
levels of caspase 3 and downregulation of the prosurvival factor
Akt, which impact the integrity and function of liver [10]. In
addition, overexpression of TPRIII leads to protection of cardiac
fibroblasts from hypoxia-induced apoptosis by reversing caspase 3
activation, Bax upregulation and inducing Bcl-2 downregulation
[36].

Although most of the functions mediated by TBRIII may
involve the interaction with TGFB members, we cannot rule out
additional functions mediated by the intracellular domain of this
co-receptor, as it has been recently involved in cell migration and
apoptosis in a ligand independent fashion [37,38]. Indeed, after
shedding of the TPRIII ectodomain, the resulting transmembrane-
cytoplasmic domain is cleaved by ?y-secretase, influencing the
TGF signaling response [39]. Thus, we may argue that this
TBRIII cytoplasmic domain could trigger transduction signals in a
similar fashion as Notch [40], acting as novel regulator of early T
cell differentiation.

In summary, our data provide the first evidence that TPRIII
plays a key role during T cell development: it is differentially
expressed during T cell ontogeny and regulates DN-DP transition
by protecting thymocytes from apoptosis. However, many
questions remain unanswered concerning the role of TPRIII in
T cell immunobiology. Indeed, since TGFp is a critical regulator
of T cell-mediated immunity, it is feasible to propose that the
described effects of TGFB members in immune cells may be
regulated by TPRIIL In this sense, the generation of conditional
knockout models for TRRIIT will allow us to elucidate the function
of this receptor in specific cell types, including mature T cell
populations.

Supporting Information

Figure S1 TQRIII is expressed in lymphoid cells. (A)
Western blot assay of cell lysates obtained from thymus, spleen and
lymph nodes, probed with monoclonal anti-TBRIII antibody. A
band of a molecular weight of 100 kDa, corresponding to TBRIII
core protein, was visualized in all samples tested. The bottom blot
shows the corresponding loading control with ant-B-actin
antibody, which detects a band of 42 kDa. (B) Analysis of
specificity of TPBRIII antiserum in TRRIII—/— fetal thymi.
Upper panel, histograms show expression of TBRIII in gated DN
and DP thymocytes from TPRIII+/+ and TPRIII—/ — fetal thymi
at day 3 of culture. Lower panel, representative histograms
showing the detection of TPRRIII in gated DN, DP, and SP
thymocytes from TBRIII+/+ and TPRII—/— fetal thymi at day
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