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RESUMEN

Las células dendriticas (CD) son consideradas como las células presentadoras de antigenos mas
eficientes. Estas se originan de células progenitoras localizadas en la médula ésea, las cuales
dan lugar a precursores circulantes que posteriormente se localizan en los tejidos, donde
residen como CD inmaduras con gran capacidad endocitica, y realizan una funciéon de inmuno-
vigilancia. Cuando ciertos antigenos u otras sefiales de dafio tisular se unen a los receptores
de las CD se desencadena un proceso de maduracién/activacién, que implica no sélo el
procesamiento del antigeno capturado, sino también un cambio en el fenotipo que incluye un
incremento en la expresidon de las moléculas necesarias para la presentacion antigénica, la
adhesion intercelular, incremento en la expresién de receptores de citocinas, entre otros. Al
mismo tiempo, las CD migran hacia los érganos linfoides secundarios donde presentan los
antigenos a los linfocitos T correspondientes. Dependiendo del inmunofenotipo de las CD sera
el destino de la respuesta inmunoldgica que se origine, es decir tolerogénica 6 inmunogénica si
predominan las sefales coinhibidoras o coestimuladoras, respectivamente.

Cuando las sefiales coinhibidoras predominan, se genera tolerancia inmunoldgica (proceso en
el que se reconoce un antigeno pero no se induce una respuesta en su contra). Una molécula
involucrada en los procesos de tolerancia es la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO). Esta es una
enzima que cataliza la primera reaccién del metabolismo del triptéfano (W), lo que origina
catabolitos como la quinurenina. La expresién de IDO es fuertemente inducida por IFN-y.
Cuando IDO es expresada en CD, éstas produce un ambiente empobrecido en W en la interfase
CD/células T y enriquecido en quinurenina, lo que a su vez induce detencion en la fase G1 del
ciclo celular de las células T, apoptosis, anergia clonal y generacién de células T reguladoras.

Asi, con el objetivo de relacionar la expresién de la enzima con cambios en el inmunofenotipo
de las CD, en este trabajo se analizd la expresion de diferentes moléculas indicadoras de
diferenciacion (CD8a, CD11c), maduracion (CCR7, MHCII), coestimulacion (CD40, CD80, CD86)
y tolerancia (CD273, CD274, IL-10) en CD en cultivo, cuando éstas expresan IDO a altas (IDO"e")
y bajas (IDO"™) concentraciones y se comparé con una poblacién IDO negativa (IDO"®). Se

neg

observé que la poblacidn IDO™® presenta un fenotipo inmaduro, la poblacién IDO®™ presenta
cierta modificacién en su inmunofenotipo pero no lo suficiente para tener una funcidn
tolerogénica; sin embargo, la poblacion IDO™" presenta un fenotipo inmaduro con
caracteristicas de CD tolerogénicas con potencial para ser usadas en la inmunoterapia. Con
estos resultados se concluye que IDO a altas concentraciones tiene una relacidn directa con la

expresion de un fenotipo tolerogénico en CD in vitro.



INTRODUCCION

Generalidades del sistema inmune

La inmunologia es la rama de las ciencias bioldgicas encargada de estudiar la actividad de los
distintos elementos del sistema inmunitario y la manera en que éstos se relacionan a nivel
humoral, celular y tisular para reconocer lo propio de lo extrafio y brindar una respuesta a ésta
condicion, la cual puede ser inmunogénica ¢ tolerogéncia.

El sistema inmune de los animales vertebrados estd compuesto por dos ramas: la inmunidad
innata y la inmunidad adaptativa (Zimmerman et al, 2010). La inmunidad innata es la primera
linea de defensa del hospedero en contra de patdgenos y es mediada por citocinas y proteinas
plasmaticas como las del sistema de complemento, células como neutréfilos, macréfagos,
linfocitos, células asesinas naturales (NK), entre otros. La respuesta inmune innata no es
completamente inespecifica, como se creia originalmente, ya que es capaz de discriminar
entre lo propio y una gran variedad de patdgenos. El sistema inmune innato reconoce
microrganismos a través de un numero limitado de receptores de reconocimiento de
patégenos (PRR), en contraste al gran repertorio usado por el sistema adaptativo. Los PRR
reconocen elementos microbiales conocidos como patrones moleculares asociados a patégeno
(PAMP) que son esenciales para la supervivencia del microrganismo y por lo tanto dificiles de
modificar por dicho microrganismo (Akira et al, 2006). En términos generales, cuando son
reconocidos éstos patrones moleculares, las células de la respuesta innata se activan vy
producen un patron de citocinas que recluta y activa a los neutréfilos y macréfagos, al mismo
tiempo que se activan mecanismos de dafio contra los microrganismos como el sistema de
complemento.

La inmunidad adaptativa es una respuesta inmune especifica ya que los distintos tipos de
linfocitos presentan en su membrana celular receptores (TCR o BCR) pertenecientes a la
familia de las inmunoglobulinas que, en cada clona celular, el gen que codifica para el dominio
con el que el receptor reconoce a su ligando (antigeno) sufre un rearreglo genético. Como
consecuencia de éstos rearreglos, se producen receptores con diferentes conformaciones lo
cual permite que cada clona de linfocitos cuente con un receptor Unico y especifico a un
antigeno particular, produciéndose asi una alta diversidad en el sistema adaptativo capaz de
responder a una gran variedad de patégenos (Akira et al, 2006; Murphy et al, 2008). Este tipo
de inmunidad es desarrollada, no sélo durante la generacién y maduracidon del sistema
inmunoldgico en la médula ésea y el timo, sino también a lo largo de la vida de un individuo
como una adaptacion a la infeccion de un patdgeno. En muchas ocasiones, una respuesta
inmune adaptativa puede resultar en un fendmeno denominado memoria inmunoldgica, el
cual confiere inmunidad protectora de larga duracion a la reinfeccion por un mismo patégeno
(Murphy et al, 2008).

Células del sistema inmune

Tanto la inmunidad innata como la inmunidad adaptativa dependen de la eficiente actividad
de las células blancas o leucocitos. Estas células se originan en la médula ésea, y muchas de



ellas se desarrollan y maduran en ella. Todos los elementos celulares de la sangre, incluyendo
las células rojas, las plaquetas y las células blancas del sistema inmune (linaje mieloide y
linfoide) derivan de las células madre hematopoyéticas de la médula dsea (Murphy et al,
2008).

El linaje mieloide se origina a partir del progenitor mieloide comun que es el precursor de
macrofagos, granulocitos, células cebadas y células dendriticas (CD), pero también da origen a
los megacariocitos y eritrocitos. Los macrdfagos son residentes de casi todos los tejidos y son
la forma madura de los monocitos, los cuales circulan en la sangre y continuamente migran a
los tejidos donde completan el proceso de diferenciacion. Los monocitos/macréfagos junto
con los granulocitos y las CD constituyen las células fagociticas del sistema inmune. La funcién
de los macréfagos es engullir y degradar a microrganismos invasores, detritos celulares, restos
tisulares, etc; también ayudan a inducir inflamacién y reclutar células para producir una
respuesta inmune por medio de la secrecién de citocinas. Los granulocitos (también llamados
leucocitos polimorfonucleares) se componen de tres tipos celulares: Neutrdfilos- que
endocitan una gran variedad de microrganismos y los destruyen eficientemente en vesiculas
intracelulares que contienen enzimas degradantes (conocidas como fagosomas) y otras
sustancias microbicidas guardadas en los granulos citoplasmicos; Eosindfilos y Basofilos-
contienen granulos con una gran variedad de enzimas y proteinas tdxicas que son liberadas
cuando las células se activan y son importantes en la defensa en contra de parasitos. Las
células cebadas o mastocitos se diferencian en los tejidos; estas células son bien conocidas por
su papel de orquestar respuestas alérgicas, pero también actlan protegiendo las superficies
internas del cuerpo en contra de patdgenos y estan involucrados en respuestas en contra de
gusanos parasitos. Por Ultimo, pero no menos importante, las CD tienen procesos
citoplasmaticos largos y ramificados, tienen la funcidon de procesar y presentar antigenos
(Murphy et al, 2008).

Por otra parte, el linaje linfoide se origina a partir del precursor linfoide comun de la médula
dsea que da origen a los linfocitos antigeno-especificos del sistema inmune y también a un tipo
de linfocito que responde a la presencia de una infeccién pero no es especifico para un
antigeno, y por lo tanto es parte de la inmunidad innata. Estos linfocitos son las células NK que
son capaces de reconocer destruir a células anormales de acuerdo a la presencia o ausencia de
las moléculas de clase | del complejo principal de histocompatibilidad (MHCI). Los linfocitos
antigeno-especificos (de ahora en adelante llamados uUnicamente linfocitos) son células
capaces de montar una respuesta inmune en contra de una gran variedad de patégenos
diferentes a los que una persona estd expuesta. Lo anterior lo hacen posible a través de los
receptores de antigenos en su superficie, mediante los cuales reconocen y se unen a los
antigenos. Los linfocitos que aln no han sido activados por un antigeno son llamados linfocitos
naive, los que ya han encontrado un antigeno se denominan linfocitos efectores. Existen dos

tipos de linfocitos: los linfocitos B (células B) y los linfocitos T (células T). Los linfocitos B
presentan en su superficie el receptor de célula B (BCR), al cual se une el antigeno, dicha unién
induce proliferacién y diferenciacion en células plasmaticas (forma efectora de las células B).
Las células plasmaticas producen anticuerpos que tienen una especificidad antigénica idéntica,
pero con distintos resultados biolégicos de acuerdo al tipo de anticuerpo que se produzca (IgA,
IgD, IgE, 1gG 6 IgM). Por otra parte, las células T presentan en su superficie el receptor de

célula T (TCR), al cual se une el antigeno. Después de ser activadas las células T por dicha unién
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proliferan y se vuelven linfocitos T efectores: Células T citotdxicas (CD8'), matan células
infectadas por virus y otros patdgenos intracelulares; Células T cooperadoras (CD4"), proveen
sefiales adicionales esenciales que activan a las células B antigeno-estimuladas para que se
diferencien y produzcan anticuerpos, también activan macréfagos para que se vuelvan mas
eficientes; Células T reguladoras (CD4°CD25'FOXP3"), suprimen la actividad de los otros
linfocitos y ayudan a controlar las respuestas inmunes (Murphy et al, 2008).

Los drganos linfoides estan organizados en tejidos que contienen un gran nimero de linfocitos
en un marco de células no linfoides. En estos érganos, las interacciones que los linfocitos
tienen con las células no linfoides son importantes tanto para el desarrollo de los linfocitos, la
iniciacion de la respuesta inmune adaptativa o para el sustento de los linfocitos. Los érganos
linfoides pueden ser clasificados funcionalmente como érganos linfoides primarios o centrales
(timo y médula ésea), donde los linfocitos son generados, y en drganos linfoides secundarios o
periféricos (ganglios linfaticos, bazo y tejido linfoide asociado a mucosa), donde las respuestas
adaptativas son iniciadas y donde los linfocitos son mantenidos (Janeway et al, 2001).

Las células dedicadas a la inmunidad innata y adaptativa residen en tejidos no linfoides y en
tejidos linfoides donde son mantenidas en un equilibrio homeostatico. Las perturbaciones son
reconocidas por CD, que son reguladores clave del sistema inmune ya que son importantes
para la activacidn de una rama particular de la inmunidad innata, y necesarias para la iniciacion
de una inmunidad adaptativa de larga duracion (Granucci et al, 2004).

Las CD durante distintas etapas de diferenciacion pueden regular a los efectores de la
inmunidad innata, tales como las células NK y las células T asesinas naturales (NKT). Esto lo
llevan a cabo, directamente, mediante interacciones célula-célula ¢ indirectamente a través de
la secrecion de citocinas. Los precursores CD11c de CD pueden activar a las células NK a través
de la liberacién de IFN-a, provocando un incremento en la actividad antiviral y antitumoral en
éstas células. Las CD, en etapas posteriores de diferenciacién, pueden regular la actividad de
las células NK y la actividad de las células NKT a través de la liberacién de IL-12, IL-15 e IL-18
(Banchereau et al, 2000).

La estrategia que tienen las CD para llevar a cabo estos efectos biolégicos reside en su
habilidad para realizar, a través del tiempo, diferentes funciones a partir del contacto con el
antigeno. De esta forma, después del reconocimiento de un antigeno, las CD inmaduras llevan
a cabo un proceso de maduracidn que da como resultado una expresion cinética estrictamente
definida de citocinas y moléculas de superficie, criticas para la activaciéon y control de la
inmunidad innata y adaptativa (Granucci et al, 2004).



Células dendriticas
Progenitores y tipos de células dendriticas

Las células dendriticas son una clase especial de leucocitos activamente involucradas en iniciar
respuestas inmunes innatas y adaptativas en contra de patdogenos invasores (Granucci et al,
2009). Las CD son las células presentadoras de antigeno mas eficientes, las cuales estimulan a
las células T naive y coordinan las funciones de las células T a través de una combinacion de
sefiales, tales como el reconocimiento de un antigeno, la coestimulacion y la adhesion (Sheng
et al, 2005).

Tanto en humanos como en ratones, se ha demostrado la existencia de diferentes subtipos de
CD, las cuales pueden ser clasificadas de acuerdo a su origen, estado funcional, localizacién y
actividad, es por ello que para el presente trabajo, se decidié tomar como base la clasificacidn
de acuerdo a su origen.

Los leucocitos tienen un origen en comun en las células madre hematopoyéticas (HSC) y se
desarrollan a través de diferentes vias de diferenciaciéon en respuesta a sefales internas o
externas (Geissmann et al, 2010). Al proceso de diferenciacidn a partir de HSC se le denomina
hematopoyesis (Figura 1). Las HSC pueden reconocerse por medio de la positividad al
marcador de superficie celular CD34 (Banchereau et al, 2000). Estas se encuentran en la
médula dsea de los huesos largos. La médula ésea estd formada por cordones celulares entre
los cuales se encuentran interpuestos capilares de tipo sinusoidal. La maduraciéon de las
diferentes clases de células sanguineas ocurre en los cordones celulares. Las células
hematopoyéticas estdn colocadas sobre una red laxa de moléculas de matriz extracelular y
células que en conjunto forman el estroma de la médula dsea (Welsch, 2008). Dentro de las
células estromales se incluye a las células del enddsteo, adipocitos, células reticulares,
osteoblastos y fibroblastos estromales. Las células del estroma secretan una gran cantidad de
citocinas que contribuyen a la maduracion de las diferentes células hematopoyéticas (Quarto
et al, 2002).

Las HSC dan origen a diferentes tipos de progenitores, especificamente da origen a los linajes
mieloide (progenitor mieloide comun) y linfoide (progenitor linfoide comun), a partir de los
cuales se diferencian las CD (Geissmann et al, 2010). Estos progenitores surgen a partir de
eventos que subdividen y comprometen a las HSC en dos poblaciones: células madre
hematopoyéticas de larga duracion (LT-HSC) y células madre hematopoyéticas de corta
duracidn (ST-HSC). Las LT-HSC contribuyen a la regeneracion del linaje a largo plazo y dan
origen a las ST-HSC, mientras que las ST-HSC dan origen a los progenitores multipotentes
(MPP). Los MPP posteriormente dan origen a tres subpoblaciones basadas en la expresion de
FIt3 (receptor de cinasa de tirosina 3 tipo FMS) y VCAM-1 (molécula de adhesién celular
vascular), éstas son: FIt3°°VCAM-2, FIt3"VCAM-2* y FIt3"VCAM-2". De estas, se piensa que la
subpoblacién FIt3°VCAM-2* da origen al linaje mieloide, mientras que la subpoblacién
FIt3"VCAM-2" da origen al precursor linfoide comun (Kondo, 2010).

A continuacién se presenta un esquema en el cual se muestra la relacion entre los subtipos de
CD con sus progenitores (Geissmann et al, 2010). Es importante mencionar que todos estos
subtipos de CD son CD11c" (Sheng et al, 2005).



< Célula madre hematopoyética (CD34")
—> Progenitor linfoide comun (LP) (FIt3°VCAM-2")
> Progenitor mieloide comun (MP) (FIt3"VCAM-2)
»  Progenitor de macréfago/CD (MDP) (lin“c-kit™FIt3*MCSFR"; Onai, 2009)
e Monocitos
¢ Macroéfagos
¢ CDinflamatorias (CDi). Surgen de monocitos inflamatorios
¢ Células de Langerhans. Se encuentran en la epidermis. CD207".
———> e Precursor de CD comun
¢ CD plasmacitoides (CDp). Productoras de IFN-a, se encuentran en tejidos
linfoides. B220".
¢ Precursor de CD clasicas o convencionales (Pre-CDc)
> CDc(CD8a'y CD8a’). Se encuentran en tejidos linfoides.
» CDCD103" (lamina propria).

Gy

Figura 1. Diferenciacidon de los distintos subtipos de CD (y macrdfagos) a partir de la
célula madre hematopoyética. Modificado de Geissmann et al, 2010.

Factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF)

El factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) es una citocina que
estimula la diferenciacion de tres linajes de células mieloides: granulocitos, macréfagos y
células dendriticas (Inaba et al, 1992). Debido a que el GM-CSF controla algunas funciones de
las CD y de las células T se dice que liga a la inmunidad innata y a la adquirida (Hansen et al,
2008). Ademas, el GM-CSF es un factor proliferativo y de supervivencia de células



hematopoyéticas, el cual activa macrofagos maduros, eosindfilos, neutréfilos y epitelios
respiratorios para que lleven a cabo funciones inflamatorias efectoras (Bozinovski et al, 2002).
EL GM-CSF tiene la capacidad de incrementar las respuestas inmunes inducidas, ademas de
alterar el balance entre las citocinas de las respuestas T,1/Ty2 (Shi et al, 2006). Esta citocina es
requerida para la generacién de CD in vitro, ya que in vivo se requieren otras citocinas tales
como el FIt-3L (Sheng et al, 2005).

El GM-CSF es producido, in vivo, por diferentes poblaciones celulares. Entre estas poblaciones
encontramos a los fibroblastos, células endoteliales, células T, macroéfagos, células
mesoteliales, células epiteliales y muchos tipos de células tumorales (Shi et al, 2006). Las
poblaciones de células a las que afecta la expresidon de este factor son las que pertenecen al
linaje granulocitos-macréfagos y las células endoteliales, ya que presentan el receptor de GM-
CSF (GMR) (Ebner et al, 2003). EIl GMR es expresado a bajos niveles en la superficie de éstas
células hematopoyéticas, y consiste de la subunidad a y la subunidad Bc. La subunidad a se
une con poca afinidad a esta citocina, pero la presencia de la subunidad Bc provoca que exista
una alta afinidad entre la subunidad a y el GM-CSF, causando la dimerizacién de ambas
subunidades y la activacién del receptor por medio de Jak2 que envia una cascada de
sefializacion intracelular (los dominios de ambas subunidades y el propio GM-CSF forman una
estructura dodecameral) (Hansen et al, 2008). Esta cascada de sefializacion intracelular
culmina con procesos de diferenciacién y proliferacidn, entre otras funciones celulares (Sato et
al, 1993).

Cuando las suspensiones de médula dsea de ratdon son cultivadas en presencia de GM-CSF, tres
tipos de células mieloides se expanden. a) Los neutréfilos predominan pero no se adhieren a la
superficie del cultivo y carecen de productos del MHC II; b) Los macréfagos se adhieren
firmemente a la caja de cultivo y expresan pobremente o no el MHC Il y c) Las células
dendriticas que se originan de agregados celulares que se encuentran en la superficie del
cultivo. Los agregados se cubren de células parecidas a hojas y eventualmente liberan células
dendriticas tipicas (Inaba et al, 1992).

Ciclo de vida de las células dendriticas

Como ya fue explicado, las CD se originan a partir de precursores localizados en la médula
Osea. Los precursores de CD migran a través del torrente sanguineo, en respuesta a
guimiocinas sitio-especificas que dirigen la entrada hacia diferentes tipos de tejidos donde
terminan de diferenciarse y residen, llevando a cabo su funcién de inmunovigilancia como CD
tisulares. También, algunas subpoblaciones de CD son residentes de tejidos linfoides donde
responden a estimulos inflamatorios secretando citocinas. Las CD completamente
desarrolladas pueden encontrarse en las redes circulatorias del cuerpo, en las cuales se
incluyen la sangre, vasos linfaticos aferentes y en érganos linfoides secundarios donde ejercen
su actividad de CPA (Granucci et al, 2009).

Las CD presentan en su superficie un repertorio de receptores no clonales que utilizan para
obtener informacién acerca de antigenos localizados en el ambiente. El fenotipo funcional
adquirido por las CD depende del tipo de respuestas transcripcionales activadas en estas
células, producidas por las diferentes interacciones que tengan con su microambiente. Con
diferentes fenotipos funcionales se inducen diferentes respuestas inmunes. Después de la
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activacion con estimulos inflamatorios, las CD se vuelven particularmente eficientes en la
presentacidon de antigenos y adquieren la habilidad para migrar a las areas de células T en los
6rganos linfoides secundarios, donde presentan los antigenos a las células T naive para iniciar
la respuesta adaptativa primaria. Una vez que la funcidn efectora ha sido alcanzada, las CD
experimentan una diferenciacidn terminal y mueren por apoptosis (Granucci et al, 2009).

Para que las CD puedan capturar un antigeno necesitan de receptores que reconozcan
antigenos, asi como receptores para fagocitosis y/6 endocitosis 6 bien por pinocitosis y
macropinocitosis. Los principales receptores presentes en las CD son: 1) las lectinas tipo C, en
las que se incluye el receptor de manosa (CD206), DEC-205 (CD205), DC-SIGN (CD209), BDCA-2,
Dectin-1, Langerina (CD207), DCIR, DCAL-1, C-LEC y DC-ASGPR/MGL-1; 2) receptores que
reconocen la fraccién cristalizable (Fc) de las inmunoglobulinas: FcyRI (CD32), FcyRIl (CD64),
FcyRIIl (CD16) y el FcaR (CD89); 3) receptores para proteinas de choque térmico (HSPr) como
LOX-1y CD91; 4) integrinas: CD11b, CD11c y aVB5; 5) 5tros receptores como la molécula CD36
que se unen a células en apoptosis; 6) receptores tipo Toll (TLR): TLR1-TLR9; 7) receptores de la
familia TNF (factor de necrosis tumoral): CD40, TNFa, FasL, TRANCE, LIGHT (Sheng et al, 2005).

La maduracion/activacion es un proceso fundamental que ocurre en el ciclo de vida de las
células dendriticas. En este proceso se lleva a cabo un cambio funcional y morfolégico
dramatico que maximiza la presentacion del antigeno a las células T en respuesta a un
estimulo inflamatorio (Platt, et al, 2010). Tradicionalmente, el proceso de
maduracién/activacion se ha relacionado con los siguientes procesos:

1. Pérdida de los receptores de endocitosis/fagocitosis

2. Regulacion positiva de moléculas coestimuladoras como CD40, CD80 y CD86

3. Cambios morfolégicos para la migracién hacia érganos linfoides secundarios como
pérdida de estructuras de adhesion, reorganizacion del citoesqueleto y adquisicién de
alta movilidad celular. Regulan positivamente el receptor de quimiocina tipo CC CCR7,
el cual reconoce a CCL19 (MIP-3f) y a CCL21 (6Ccina). Las CD maduras dejan el tejido
inflamado y entran al torrente linfoide, dirigidas por CCL21, expresado en los vasos
linfaticos. Posteriormente, entran al drea paracortical (zona de células T) del ganglio
linfatico dirigidas por las quimiocinas CCL19 y/o CCL21. Cambio en los compartimentos
lisosomales con regulacién negativa de CD68 y regulacidn positiva de la proteina de
membrana asociada a lisosoma (DC-LAMP)

4. Cambios en los compartimentos del MHCII, aumenta la expresion del MHCII para la
presentacién antigénica a células T. (Banchereau et al, 2000)

Sin embargo, se ha demostrado que una CD fenotipicamente madura es capaz de seguir
internalizando antigenos (al menos por medio de los receptores de la fraccidn cristalizable
CD16 y CD64, y asi como por DEC-205) y presentando dichos antigenos via MHCI y MHCII, al
contrario de lo que se pensaba anteriormente (Platt et al 2010). Ademas, investigadores como
Ira Mellman indican que una CD con un fenotipo maduro no necesariamente es
funcionalmente madura (referido en Stoitzner et al, 2010). Por lo tanto, el concepto de
maduracién en CD debe ser tomado con cautela.

Posterior a estos eventos, las CD presentan el antigeno a células T y mueren por apoptosis
(Kushwah et al, 2010). La apoptosis de las CD regula la magnitud de las respuestas inmunes al
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limitar la disponibilidad del antigeno a las células T. La apoptosis es regulada extrinsecamente
e intrinsecamente. La via extrinseca se lleva a cabo mediante la uniéon de un ligando de
inducciéon de muerte con su receptor, lo cual resulta en la formacién de un complejo de
sefializacion de induccién de muerte, el cual corta y activa a las caspasas 8 o 10. La via
intrinseca involucra sefiales dentro de la célula que inducen la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial externa y la activacion de caspasas para apoptosis. Los miembros
antiapoptéticos de la super familia Bcl-2 normalmente suprimen la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial al inhibir las proteinas proapoptdticas Bax y Bak, pero en las CD
maduras estas moléculas antiapoptdticas se regulan negativamente. Los ambientes con
abundante apoptosis de CD son inmuno-supresivos, promueven la generacion de células Treg y
muestran discapacidad funcional de las CD remanentes, lo cual indica que la apoptosis de las
CD puede contribuir a la tolerancia. Después de la activacidn, las CD regulan genes que les
permiten la induccién de una respuesta inmune mdaxima, y como consecuencia a ello se inicia
la muerte celular. La maduracion de CD a través de LPS inicia la apoptosis a través de la
activacién de NFAT (factor de transcripcidn nuclear de células T activadas) mediada por CD14.
Por otra parte existen diferentes interacciones que inhiben la apoptosis de CD, por ejemplo,
cuando CD40L y CD40 se unen, se induce una sefializacién antiapoptdtica via la activacién de
Akt1 (cinasa de treonina/serina). Lo mismo sucede cuando CCR7 se une con sus ligandos CCL19
y CCL21 (Kushwah et al, 2010).

Presentacion del antigeno

Una vez que las CD estan maduras y activadas son capaces de presentar el antigeno a células T.
Esto lo llevan a cabo a través del procesamiento y presentacion del antigeno por tres
diferentes vias: MHCI, MHCIl y/o la presentacidn cruzada (las dos primeras representan las vias
clasicas).

Las moléculas de clase | del complejo principal de histocompatibilidad (MHCI) son expresadas
en la superficie de todas las células nucleadas del organismo y presentan fragmentos de
péptidos derivados de proteinas intracelulares. Estos péptidos generalmente derivan de las
proteinas constitutivas propias de las células, pero en células infectadas por virus, los péptidos
derivan de proteinas virales. El MHCI es un heterodimero compuesto por una cadena pesada y
una microglobulina denominada B2M. La mayoria de los péptidos presentados por el MHCI
derivan de productos de traduccién ribosomales defectuosos, que son degradados por el
proteosoma en el citosol. Las moléculas de MHCI se pliegan y ensamblan dentro del lumen del
reticulo endoplasmico (RE) y la unién del péptido es una parte integral del proceso de
ensamblaje. Como consecuencia, es necesario traslocar los péptidos por medio del
Transportador Asociado con el Procesamiento Antigénico (TAP). La proteina TAP también
actua como andamio para la etapa final del ensamblaje del MHCI, i.e. la unién del péptido. Las
chaperonas residentes del RE facilitan el plegamiento de las moléculas recién sintetizadas del
MHCI, y éste se une al TAP formando un complejo junto con las chaperona calreticulina y
ERP57. La tapasina une al MHCI con el TAP, y también facilita la union de los péptidos de alta
afinidad con el MHCI. Posteriormente las moléculas del MHCI se disocian del TAP, y su agrupan
en los sitios de exportacién en la membrana del RE, donde son reclutados selectivamente en
vesiculas cargo para ser transportadas al aparato de Golgi. Por ultimo las moléculas del MHCI
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son transportadas hacia la membrana plasmatica, donde presentan el antigeno a las células T
CD8" (Hewitt, 2003).

Las moléculas de clase Il del complejo principal de histocompatibilidad (MHCII) son expresadas
por linfocitos B, CD y monocitos/macréfagos, y estan disefiadas para unirse establemente y
presentar fragmentos de proteinas exégenas al sistema inmune. El MHCII presenta el antigeno
a las distintas subpoblaciones de linfocitos T cooperadores CD4" y controla la diferenciacién de
células B en células productoras de anticuerpos. La carga del antigeno al MHCII ocurre en la via
endocitica en un endosoma que se denomina MIIC (compartimento contenedor del MHCII). El
MHCII se ensambla como un heterodimero (dos polipéptidos transmembranales) en el RE y
forman un surco de unién a antigeno. El egreso eficiente del RE del MHCII es asistido por la
cadena invariante (li). Una region de la li llamada CLIP (péptido li asociado a clase Il) ocupa el
surco de unidn a antigeno, con lo cual se previene la unidn peptidica prematura. La li también
dirige a los complejos MHCII hacia la via endocitica. Una vez en los compartimentos MIIC, la
cadena invariante es degradada por varias proteasas endosomales, en las que se incluyen las
catepsinas Sy L, para preparar al MHCII para la carga del antigeno. Las proteasas degradan a la
li paso a paso dejando al fragmento CLIP ocupando al surco de unidn al antigeno. El
intercambio del CLIP por los fragmentos antigénicos es facilitado por el bajo pH, el corte
proteolitico del CLIP y por una chaperona unica llamada HLA-DM. Esta chaperona estabiliza al
MHCII desprovisto de péptidos, previniendo la agregacion y ayudando al intercambio del
péptido hasta que un péptido de unidn de alta afinidad es adquirido. Una vez unido al péptido,
el MHCII es transportado hacia la membrana plasmatica (Rocha et al, 2008).

La tercera via de presentacion antigénica llamada presentacién cruzada es llevada a cabo por
macréfagos y CD convencionales, se cree que las CD plasmacitoides no llevan a cabo la
presentacién cruzada pero la promueven en otras células ya que producen IFN tipo | (se ha
sugerido que este tipo de IFN promueve la presentacion cruzada). En la presentacién cruzada
se presentan antigenos exdgenos por medio del MHCI. Los antigenos que son presentados son,
principalmente, proteinas completas aunque también pueden presentarse péptidos,
complejos péptido-HSP, RNA y DNA. Los mecanismos por medio de los cuales los macréfagos y
las CD internalizan el antigeno son: fagocitosis (antigenos particulados) y macropinocitosis
(antigenos solubles). Los antigenos internalizados entran al fagosoma y posteriormente, a
través de dos vias distintas, los antigenos son cortados en péptidos y luego cargados al MHCI.
La primera de estas vias consiste en transferir al antigeno del fagosoma al citosol, se cree que
la proteina que lleva a cabo este proceso es la Sec61. Una vez en el citosol, el antigeno es
hidrolizado en el proteosoma y posteriormente se une a una molécula TAP que lo transporta al
RE, donde se une con el MHCI. Una variante de esta via consiste en que el proceso de
hidrélisis, y unién al MHCI se lleva a cabo en el fagosoma. La segunda via no depende de TAP ni
del proteosoma. Los péptidos se generan en vacuolas endociticas, en donde son degradados
por medio de la proteasa Catepsina S. Una vez degradados los antigenos, éstos se unen al
MHCI, se piensa que el MHCI llega al endosoma por medio de la fusidon de un fagosoma con el
endosoma (Rock et al, 2005).

Para que la presentacidon antigénica sea exitosa es necesaria la presencia de moléculas de
sefializacion de superficie celular (MSSC), las cuales dan origen a las sefales primarias y a las
sefiales secundarias. De acuerdo con el modelo de marea propuesto por Zhu y colaboradores
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(2011), las sefiales primarias se definen como el iniciador de células inmunes especificas que
reaccionan a estimulos extracelulares pero que no son capaces de decidir el destino de la
respuesta inmune. La seial primaria depende del receptor que presente cada tipo de células.
Por ejemplo, las células T af presentan un receptor denominado TCR of (receptor de células T
compuesto por heterodimeros af, ademads de las moléculas accesorias CD3, ybg, y CD247 6
cadena () (Pérez-Flores et al, 2006) que reconoce a los pequefios péptidos antigénicos
presentados en el surco del complejo mayor de histocompatibilidad en las CPA. Esta unién, o
sinapsis inmunoldgica, representa la sefial primaria para las células T, mediada por CPA como
las CD. Las sefiales secundarias, o cosefales, son moduladores que deciden la direccion y
magnitud de la respuesta inmune. Las cosenales incluyen sefiales con funcién de estimulacion
(o coestimulacién), asi como sefiales con funcion de inhibicién (o coinhibicion) (Zhu et al,
2011). Las sefiales coestimulatorias son requeridas para optimizar la respuesta inmune, ya que
son sefiales obligatorias para la iniciacion de una inmunidad efectiva y la ausencia de estas
sefiales resulta en respuestas T abortadas y anergia de células T. Las sefiales coinhibitorias son
sefiales fuertes de retroalimentacion negativa, ya que tienen una importante funcién
reguladora pues contribuyen con el mantenimiento de la tolerancia periférica, asi como con la
terminacion de las respuestas inmunes después de la desaparicion de la infeccidn (Leitner et
al, 2010; Zhu et al, 2011). Especificamente, este modelo indica que la sefial primaria selecciona
o marca las células, pero que no es suficiente para inducir una respuesta biolégica. En la
ausencia de cosefiales, la seial primaria generalmente no decide la direccion o magnitud de la
respuesta celular. Las cosefiales, que como ya fue explicado pueden ser de coestimulacién o
coihnibicién, son moduladores de la respuesta primaria y podrian decidir las direcciones y
magnitud de las reacciones celulares. La sefal primaria podria inducir una “respuesta”
(activacion de células T) cuando una sefal coestimulatoria es dominante, o activar una “no
respuesta” (no activacion de células T) en presencia de sefiales coinhibidoras dominantes. Con
una sefial coinhibidora fuerte, aun cuando inicialmente se tenia una “respuesta”, podria
terminar en una “des-respuesta” (no activacion de células T). De igual manera, una seiial
coestimuladora fuerte puede revertir una “no respuesta” hacia una “respuesta”. Se debe tener
claro que una “respuesta” no siempre da como resultado activacion del sistema inmune ya
qgue, de acuerdo a este modelo, una “respuesta” puede ser también de inhibicién o tolerancia
inmunoldgica, e.g. activacion de células Treg (Zhu et al, 2011).

Las familias de moléculas B7:CD28 (pertenecientes a la superfamilia Ig) y TNF:TNFR son un
conjunto de proteinas ligando-receptor (APC-Célula T) que constituyen los principales tipos de
cosefiales (coestimulacion y coinhibicidn), aunque existen otras familias de proteinas que
llevan a cabo estas funciones (Crawford et al, 2009; Leitner et al, 2010). Los miembros de la

familia B7:CD28 se clasifican en tres grupos de acuerdo a sus funciones:

El Grupo 1 esta compuesto por B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) y B7-H2 (CD275 o L-ICOS). CD80 y
CD86 se expresan uUnicamente en CPA y células hematopoyéticas. Cuando CD80 o CD86
interactian con CD28 se induce la activaciéon de células T naive, produccién de IL-2,
supervivencia de células T ya que se regula positivamente Bcl-y, (proteina antiapoptodtica), se
promueve la progresion del ciclo celular, la respuesta de células T se asegura después de la
activacion inicial ya que esta coestimulacion esta asociada al metabolismo de la glucosa via
AKT; cuando la interaccion ocurre entre CD80 o CD86 con el receptor inhibidor antigeno 4 de
linfocito T citotoxico (CTLA-4 o CD152), se regula negativamente la activacion de células T
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dependientes de CD28, también se inhibe la progresién del ciclo celular y la produccién de IL-2.
La molécula L-ICOS (células B, macréfagos y tejidos no linfoides) se une a ICOS, que se
encuentra en células Ty B, se requiere para la activacion de células T CD4" y la polarizacién de
células T hacia células efectoras Ty1, T42 y Tyl7 (Seliger et al, 2008; Crawford et al, 2009;
Leitner et al, 2010).

El Grupo 2 compuesto por B7-H1 (ligando de muerte celular programada PD-L1 o CD274) y B7-
DC (PD-L2 o CD273) son los ligandos del receptor de muerte celular programada 1 (PD-1 o
CD279) (Seliger, et al, 2008). La unién del PD-1 con sus ligandos resulta en una sefializacién
negativa, ya que da como resultado una regulacién a la baja de la actividad de los linfocitos T,
la inhibicion en proliferacidén y produccién de citocinas, como interleucina 2 (IL-2), previenen
la transcripcion del gen que codifica para CD28. También previene la activacidn excesiva de las
células T y estd relacionada con las células Treg. Se sugiere que el PD-1 estd involucrado en el
mantenimiento de la autotolerancia (tolerancia periférica), ya que se ha observado que
cuando el PD-1 estd ausente en ratones knockout, éstos desarrollan enfermedades
autoinmunes (Nishimura et al, 2001; Leitner et al, 2010; Thangavelu et al, 2011).

Por ultimo, el grupo 3 de esta familia estd compuesto por B7-H3 (CD276) y B7-H4 (B7x o B7S1),
a los cuales no se les ha identificado un receptor. La expresion de CD276 es regulada
positivamente por LPS en CD. La expresidon de B7-H4 estd restringida a células del epitelio de
rifiones, pulmones y pancreas. Debido a que el receptor no ha sido identificado, es dificil
definir su participacién en la regulacién de células T. A pesar de lo anterior, se sabe que CD276
tiene una funcion coestimuladora ya que estimula la proliferacién de células T, la secrecién de
citocinas y la actividad citolitica, pero presenta también funciones inhibidoras como el
deterioro de la respuesta Tyl y la lisis mediada por células NK, en cambio B7-H4 tiene actividad
inhibidora ya que bloquea la produccidn de citocinas y la proliferacion de células T CD8" y CD4"
(Seliger, et al, 2008; Leitner, et al, 2010).

Las sefiales provenientes de las moléculas de la familia TNF:TNFR tienen funciones muy
importantes, muchas de las cuales no estan relacionados con funciones inmunoldgicas.
Algunos de los pares de receptores-ligandos que estdn involucrados en procesos de
coestimulacion de células T son: 4-1BB/4-1BBL, OX40/0X40L, CD27/CD70, GITR/GITRL,
CD30/CD30L, HVEM/LIGHT y CD40/CD40L (CD154). Se ha visto que OX40L, CD27, GITRL y 4-
1BBL tienen una funcion coestimuladora ya que inducen la proliferacién y produccién de
citocinas en células T, aunque la mds potente es 4-1BBL. Se cree que HVEM ademas de tener
una funcion coestimuladora cuando se une con LIGHT, tiene funciones inhibidoras cuando se
une a otros ligandos como BTLA y CD160. La interaccion entre CD40, en CD, y CD40L, en células
T CD4" activadas, puede amplificar profundamente las respuestas T ya que esta unidn resulta
en la regulacién positiva de moléculas MHC y otras moléculas coestimulatorias en las CD (por
este efecto se dice que la funcidn principal de esta union es indirecta) (Leitner et al, 2010).
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Tolerancia inmunolégica

El sistema inmunoldgico protege al hospedero de una gran variedad de microrganismos
patégenos, al mismo tiempo que evita reacciones inmunes excesivas que pudieran ser
perjudiciales para el hospedero. Las reacciones inmunes, protectoras y dafiinas, son llevadas a
cabo principalmente por linfocitos T y B, los cuales poseen una diversidad enorme en el
reconocimiento antigénico, alta especificidad antigénica, actividad efectora potente y memoria
inmunoldgica de larga duracién. Debido a esta gran potencia, puede producirse un gran dano
al hospedero si se activan respuestas inmunes aberrantes, como autoinmunidad o alergia
(Sakaguchi et al, 2008). Para evitar esto, los mamiferos tienen la capacidad de reconocer
ciertos antigenos y no rechazarlos (antigenos propios, o autoantigenos, y antigenos extrafios, o
aloantigenos), a este fendmeno se le denomina tolerancia inmunoldgica. La tolerancia es un
proceso que ocurre en varias células del sistema inmune, las cuales llevan a cabo dos tipos de
tolerancia: la tolerancia central, en érganos linfoides primarios, y tolerancia periférica, que
ocurre en érganos linfoides secundarios (Garavito Rodriguez et al, 2002).

La tolerancia central se refiere a aquellos eventos en la vida temprana de los linfocitos que
enfocan al sistema inmune adaptativo en los patégenos y lo desenfocan de los tejidos sanos.
Este proceso se lleva a cabo en los sitios primarios de desarrollo de los linfocitos (la médula
Osea para los linfocitos B en desarrollo y el timo para los linfocitos T en desarrollo) e involucra
todos los mecanismos por los cuales el reconocimiento de autoantigenos resulte en
autotolerancia. Aunque los mecanismos de tolerancia central son eficientes, no pueden
eliminar a todos los linfocitos autorreactivos, en parte porque no todos los autoantigenos son
expresados en los sitios primarios de desarrollo de los linfocitos. La afinidad del TCR por los
ligandos MHC-autoantigeno es el parametro crucial que dirige el resultado del desarrollo en el
timo. Los progenitores que no tienen afinidad o muy poca afinidad mueren por. Se piensa que
este es el destino de la mayoria de los timocitos. Si el TCR tiene poca afinidad por el complejo
MHC-autoantigeno, entonces el progenitor sobrevive y se diferencia, a este proceso se le llama
seleccidon positiva. Si el progenitor tiene una alta afinidad hacia los complejos MHC-
autoantigeno, entonces diferentes resultados son posibles. El progenitor autorreactivo con
alta afinidad puede ser seleccionado en contra, proceso que se denomina seleccidon negativa.
El mecanismo principal de seleccién negativa es la supresién clonal, que es el “suicidio” de
progenitores de células T que tienen alta afinidad por los autoantigenos. Otros dos
mecanismos importantes de seleccién negativa, pero con un papel menor, son la edicion del
receptor (la unién del autoantigeno con el TCR durante el desarrollo produce un segundo
rearreglo genético del receptor, lo cual produce un reemplazo del receptor autorreactivo por
uno benigno) y la anergia (estado de no respuesta hacia un antigeno). En células T, se cree que
la seleccidn clonal ocurre en las ultimas etapas del desarrollo de estas células, especificamente
durante la transicion de dobles positivas hacia simples positivas. Las células que llevan a cabo
la seleccidn son las células epiteliales del timo, de la corteza o de la médula, ya que expresan
moléculas coestimuladoras, antigenos especificos de tejidos periféricos (TSA) y el regulador
transcripcional AIRE (regulador autoinmune); también las células dendriticas que se
encuentran en la médula del timo participan en la seleccién clonal. Otro tipo de proceso para
eliminar a las células autorreactivas de alta afinidad es la diferenciacion de éstas hacia células
con un fenotipo regulador, e.g. células Treg CD4'CD25'FOXP3" (Hogquist et al, 2005).
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Debido a que la tolerancia central no puede eliminar a todos los linfocitos T autorreactivos,
existe otro mecanismo denominado tolerancia periférica. La tolerancia periférica es la falta de
respuesta de linfocitos maduros en la periferia hacia antigenos especificos. Diferentes
mecanismos controlan la autorreactividad de los linfocitos que han escapado de los
mecanismos de la tolerancia central. La tolerancia periférica estd asociada con la supresion en
la produccién de anticuerpos autorreactivos producidos por las células B y con la inhibicion de
células T efectoras autorreactivas, como los linfocitos T citotdxicos (Vignali et al, 2008). El
primer mecanismo que actua para llevar a cabo la tolerancia periférica, consiste en separar
anatédmicamente a las células T potencialmente autorreactivas de células parenquimatosas
gue expresan antigenos restringidos a tejidos (TRA) o autoantigenos. Debido a que los
linfocitos T naive se encuentran circulando entre el torrente sanguineo y los érganos linfoides
secundarios, a través de los vasos linfaticos (esto lo llevan a cabo por medio de moléculas
como CCR7 y CD62L, que reconocen las paredes de las vénulas de los ganglios linfaticos) hasta
gue se unen con un antigenos especifico, los linfocitos T no estdn en contacto con aquellos
drganos que podrian presentar autoantigenos y activar una respuesta autoinmune. Pero,
cuando una célula T se vuelve de memoria-efectora, se regulan a la baja CCR7 y CD62L, lo cual
da como consecuencia que estas células circulen a través de la mayoria de los tejidos del
cuerpo para, posteriormente, regresar al torrente sanguineo, a través de la linfa de drenaje de
tejidos. Este cambio en los patrones de circulacién en las células T de memoria-efectoras
aumenta el riesgo de que una célula T potencialmente autorreactiva tenga acceso a tejidos
parenquimatosos que expresan autoantigenos. Otro mecanismo por el cual se lleva a cabo este
tipo de tolerancia es mediante el desarrollo de la falta de respuesta funcional de células T. Este
proceso es llevado a cabo por CD tolerogénicas (CDt) residentes de timo y ganglios linfaticos en
ausencia de inflamacidn, ya que son capaces de inducir tolerancia en células T con un TCR de
alta avidez hacia los complejos MHC-péptido propio, las células T se vuelven anérgicas. Un
ultimo mecanismo que ayuda al mantenimiento de la tolerancia periférica es la supresion
periférica de células T autorreactivas. Esta supresién ocurre después de que las células T
autorreactivas se unen de manera crénica con los complejos MHC-péptido propio, ya que las
éstas células mueren por apoptosis como resultado de una combinacién de eventos
moleculares: la unidn del receptor Fas con su ligando FasL y la activacién de los reguladores de
la via de muerte mitocondrial Bcl-2 y Bcl-,, por medio de Bim. Cuando estos mecanismos de
tolerancia periférica fallan pueden dar origen a enfermedades autoinmunes (Mueller, 2010).

Células T reguladoras

+

Como se ha explicado previamente, las células T presentan diferentes tipos de células CD4
efectoras, uno de estos tipos son las células T reguladoras. Este tipo de células T son esenciales
para mantener la tolerancia periférica, prevenir enfermedades autoinmunes y limitar las
enfermedades inflamatorias crénicas. Sin embargo, también limitan las respuestas benéficas
ya que suprimen la inmunogenicidad y limitan la inmunidad antitumoral. Por lo anterior se dice
gue tienen un efecto benéfico y otro deletéreo (Sakaguchi et al, 2008; Vignali et al, 2008). El
sistema inmune normal produce células Treg CD4'CD25'FOXP3* que estdn comprometidas
para suprimir respuestas inmunes en contra de antigenos propios, casi propios (como células
tumorales) y extrafios. El timo normal produce células T autorreactivas potencialmente
patogenas, asi como células Treg maduras y funcionales. La células Treg que se forman
naturalmente expresan el factor de transcripcién Forkhead box P3 (FOXP3), que regula el
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desarrollo y funcién de éstas células. El FOXP3 induce la expresién de CD25 (cadena o del
receptor de interleucina 2), de CTLA-4 y la proteina GITR, la cual reprime la produccién de IL-2,
IL-4 e IFN-y. Las células Treg también pueden ser formadas en la periferia a partir de células T
naive. Se ha visto que en presencia de TGF-B, IL-2 y acido retinoico, las células T naive CD4"
pueden adquirir un fenotipo regulador (Sakaguchi et al, 2008).

Los mecanismos de supresién por medio de los cuales actuan los Treg se pueden agrupar en
cuatro tipos:

1. Supresion por citocinas inhibitorias- la produccién de IL-10, TGF-B e IL-35 bloquea las
respuestas inmunes. Se ha observado que IL-10 suprime la inmunidad antitumoral,
controla las respuestas inflamatorias inducidas por patégenos o dafios ambientales.
Especificamente, IL-10 actda principalmente sobre CPA y linfocitos (Vignali et al, 2008).
En los linfocitos T, IL-10 suprime la produccién de IL-2, IL-4, IL-5 e IFN-y por lo que las
respuestas Tyl y T2 se inhiben. En CPA se suprime la presentacion de antigenos y la
expresion de moléculas coestimuladoras. Estos efectos se deben a que, al unirse IL-10
con su receptor IL-10R, se inhibe el factor nuclear NF-kB, el cual controla la expresidn
de muchas de las moléculas que son inhibidas (Asadullah et al, 2003). Por otra parte, el
TGF-B controla la respuesta inmune en contra de M. tuberculosis, suprime respuestas
alérgicas y limita la inmunidad antitumoral mediante la anergia en células T efectoras.
Por ultimo, la IL-35 se ha visto que inhibe la proliferacién de células T, adn no se tienen
muchos estudios acerca de esta citocina (Vignali et al, 2008).

2. Supresion por citolisis- esta actividad la llevan a cabo mediante la secrecidon de
perforina y granzimas, especificamente la granzima A dependiente de perforina y
granzima B parcialmente dependiente de perforina. También se sabe que otra forma
de citolisis inducida por Treg es a través de las vias activadas por TRAIL-DR5 y
galectina-1 (Vignali et al, 2008).

3. Supresion por disrupcidon metabdlica- este tipo de mecanismo controla la disrupcion
metabdlica de la célula T efectora objetivo. Se cree que la alta expresion de CD25 en
células Treg esta relacionada con el agotamiento de IL-2 en el medio, lo cual provoca
apoptosis en células T efectoras, ya que requieren de IL-2 para sobrevivir, pero este
hecho aun estda en debate. Por otro lado, se han descrito otros mecanismos de
disrupcion metabdlica que inducen la liberacién de nucledsidos de adenosina
intracelular o extracelularmente. Cuando se expresan las ectoenzimas CD39 y CD73 se
genera adenosina pericelular, la cual suprime la funcién de las células T efectoras a
través de la activacion del receptor 2A de adenosina, también inhibe la expresion de
IL-6 y promueve la secrecién de TGF-B, lo cual amplifica la generacion de células Treg
(Vignali et al, 2008).

4. Supresién mediante la modulacion de la funcién o maduracion de CD- ademas del
efecto directo de las células Treg sobre las células T efectoras, las Treg podrian
también modular la maduracién y/o funcion de las CD. Se cree que las células Treg y
las CD interactuan mediante la molécula inhibitoria CTLA-4, asi mismo se cree que se
induce la expresién de la enzima Indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) en las CD. Esta
enzima es una molécula que presenta funciones supresoras. También se ha visto que
la interaccion de una Treg con una CD regula negativamente las moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86. Las células Treg también expresan la proteina LAG3 (o
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CD273) que se une al MHCII en las CD inmaduras lo cual induce una via de sefializacion
inhibitoria mediada por ITAM (motivo de activacién de un inmunoreceptor basado en
tirosina) que suprime la maduracién de las CD y su capacidad inmunoestimuladora
(Vignali et al, 2008).

Células dendriticas tolerogénicas

Las CD presentan muchas funciones tanto en la inmunidad innata como en la inmunidad
adaptativa. Pero estas células también tienen la capacidad de generar tolerancia central y
periférica. La tolerogenicidad en CD no es exclusiva de un subtipo de CD, ni esta restringida al
estado de inmadurez de este tipo de células. En la tolerancia central, las CD participan en la
supresion clonal de células T autorreactivas. Esto se lleva a cabo en la médula del timo, que es
en donde reside la mayoria de las CD del timo. Las CD del timo tienen la capacidad de capturar
antigenos, procesarlos y presentarlos en un contexto del MHCI, el cual es necesario para
suprimir a las células T autorreactivas (Steinman et al, 2003). En el estado basal o de equilibrio,
las CD capturan proteinas solubles y cuerpos apoptéticos en ausencia de sefales de
maduracién. Posterior a esta captura de antigenos propios, las CD migran hacia drganos
linfoides secundarios donde silencian a células T y transfieren el péptido a CD tolerogénicas
(CDt), este proceso es parte de la tolerancia periférica mediada por CD (Steinman et al, 2003;
Rutella et al, 2006). Para poder llevar a cabo el transporte y procesamiento de los
autoantigenos es necesario que las CD estén parcialmente maduras (expresién alta de MHCII,
CD80, CD86 e IL-10, nula expresion de IL-12 y TNF-a ), esto significa que deben tomar bajas
dosis de los antigenos, pero este estimulo no es lo suficientemente fuerte para que las CD se
activen y produzcan citocinas proinflamatorias como IL-12, aunque se ha observado que CD
totalmente maduras son capaces de producir citocinas tolerogénicas como IL-10 y expandir
células Treg (Rutella et al, 2006).

Las caracteristicas mas notables de las CDt (Figura 2) son las siguientes (Morelli et al, 2007):

e Habilidad para adquirir y presentar antigenos a células T antigeno-especificas.

e Baja expresion constitutiva de moléculas MHC de superficie y expresion neta baja de
moléculas coestimulatorias (e.g. CD80 y CD86) en comparaciéon con CD274.

e Baja produccién de IL-12 y alta produccidn de IL-10 e IDO.

e Resistencia a la maduracién en respuesta a sefiales de peligro tales como ligandos de
TLR, la unién CD40-CD40L y la proteina del grupo de caja 1 de alta movilidad (HMGB1).

e Habilidad para generar, seleccionar y/o expandir células Treg aloantigeno-especificas,
naturales o adaptativas.

e Habilidad para promover apoptosis en células T efectoras.

e Habilidad para responder a células Treg por medio de la regulacidn positiva en la
expresion moléculas inhibidoras (e.g. IL-10, IDO) para proveer un circuito de
retroalimentacion inhibitorio.

e Habilidad para migrar a las dreas de células T en drganos linfoides secundarios por
medio de la expresion de receptores de quimiocina de superficie relevantes vy
capacidad de respuesta a sus ligandos afines.

e Longevidad in vivo, resistencia a la muerte mediada por células NK o células T.
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Las CD pueden convertirse en tolerogénicas debido a la accién de una gran variedad de
citocinas. Convencionalmente, IL-10 y TGF-B han sido implicadas en la diferenciacién de CDt in
vitro. IL-10 interfiere con el GM-CSF ya que promueve la generacién de macréfagos con una
actividad endocitica amplificada pero una funcidon pobre de presentacién antigénica. La
estimulacion de CD con TNF-a junto con una posterior estimulacién con tiroglobulina, induce
la liberacion de IL-10 en células Treg. Las CD tratadas con IFN-A adquieren un fenotipo
semimaduro (MHCI/Il alto, moléculas coestimuladoras bajas o altas y baja expresion de IL-12)
e inducen la proliferacién de células Treg. Se ha demostrado que cuando se administra el GM-
CSF en ratones, éste expande las CD en bazo e induce un fenotipo semimaduro (MHCII y
moléculas coestimuladoras altas y bajos niveles de citocinas proinflamaotrias), asi como la
generacion de células Treg y la inhibicion de tiroiditis autoinmune experimental (EAT) (Gangi et
al, 2005). En experimentos in vitro también se ha demostrado que el GM-CSF, a bajas dosis y
sin ayuda de otras citocinas, produce que CD en cultivo derivadas de médula dsea tengan un
fenotipo semimaduro, tengan la capacidad de producir una no respuesta en células T y exista
una supervivencia prolongada in vivo hacia aloinjertos (Lutz et al, 2000).

Algunos mecanismos por medio de los cuales las CD inducen o mantienen la autotolerancia in
vivo han sido explotados para generar CDt in vitro que, cuando son transferidas, inducen
tolerancia donador-especifica con propdsitos terapéuticos. También se han hecho estudios en
los cuales se utilizan los avances en la tecnologia de transferencia genética para incrementar el
potencial tolerogénico de las CD para que expresen moléculas inmunosupresivas, o para
bloquear la expresién de moléculas coestimuladoras. Algunas patologias en las que se han
probado este tipo de células son: enfermedad del injerto en contra del hospedero, tiroiditis
autoinmune experimental, diabetes tipo |, artritis reumatoide (Morelli et al, 2007).

CD Tolerogénica

T Secrecién de
TGF-B1

T Secrecion
deIL-10

7 T Moléculas de
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(PDL1) 1 Internalizaciony
procesamiento de
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Figura 2. Esquema de una CDt en la cual se aprecian las moléculas que se regulan
positiva o negativamente. También se muestran algunos procesos (maduracion,
migracion, expansion de células Treg) que se modifican. Modificado de Morelli et al,
2007.
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Indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO)
Generalidades

Las oxigenasas son enzimas que contienen metal y catalizan la incorporacién de una molécula
de oxigeno (0,) en un sustrato, y de esta manera juegan un papel crucial en el metabolismo y
sintesis de una gran variedad de sustancias biolégicas. Dos tipos de oxigenasas se conocen
actualmente: las monooxigenasas y las dioxigenasas. La enzima IDO pertenece al grupo de las
dioxigenasas. La forma en que actuan las dioxigenasas se representa en la siguiente forma
(Sugimoto et al, 2006):

R+ 0, = R(0),

La IDO1 (de ahora en adelante denominada Unicamente IDO) tiene una proteina paraloga
descubierta recientemente denominada IDO2. Se dice que es paraloga ya que el gen que la
codifica se encuentra adyacente al gen que codifica para IDO, lo cual sugiere que surgié a
partir de duplicacidn de genes. Los genes IDO1 e IDO2 se localizan en el cromosoma 8 tanto en
humanos como en ratones (Austin et al, 2010). El gen /DO1 tiene un solo transcrito, mientras
que el gen /IDO2 tiene cuatro variantes de intrones (Maiwald et al, 2010). El gen /IDO1 esta
compuesto por 14.28 kpb, mientras que el gen IDO2 esta compuesto por 81.44 kpb (Genbank,
2011). La proteina para la cual codifica el gen IDO1 en ratones estd compuesta de 403
aminoacidos y tiene un peso molecular de 45,324Da, mientras que la proteina para la cual
codifica el gen IDO2 esta compuesta por 407 aminodacidos y tiene un peso molecular de
45,639Da. Existe un 43% de homologia entre estas dos proteinas a nivel de aminodcidos
(Austin et al, 2010).

Aunque las enzimas IDO e IDO2 tienen actividades enzimaticas similares, sus patrones de
expresion en tejidos son diferentes (Maiwald et al, 2010), es por ello que para este trabajo
Unicamente se enfocara en IDO y se incluird a IDO2 sélo en algunos otros aspectos de la
introduccién. IDO es una hemoproteina que estd compuesta por dos dominios: uno pequefio y
otro grande. El dominio grande estd compuesto completamente por aminodcidos en forma de
hélices y el dominio pequefio estd compuesto por hélices y hojas B. Al ser una hemoproteina
presenta un grupo hemo (el sitio activo de esta enzima), el cual tiene un 4tomo de hierro (Fe)
en el centro, al cual se une el O, (Sugimoto et al, 2010).

Implicaciones metabdlicas

El L-triptéfano (W) es un aminodcido que contiene un grupo indol (anillo bencénico unido
mediante los carbonos 2 y 3 a un anillo de cinco carbonos con un grupo amino) incorporado en
su cadena lateral. Es el aminoacido esencial menos abundante, ya que representa Unicamente
el 1% del total de contenido de aminoacidos en seres humanos (Austin et al, 2010). La ruta de
la quinurenina fue descrita primero como la ruta principal para el metabolismo del W en 1947
(referido en Austin et al, 2010). El primer paso de la via de la quinurenina es el rompimiento
oxidativo del enlace doble entre el carbono 2 y 3 del anillo pirrdlico del grupo indol del W, a
través de la incorporacién de oxigeno molecular o un anién superéxido (Figura 3). El producto
de este rompimiento es la N-formilquinurenina (Sugimoto et al, 2006; Austin et al, 2010). Las
enzimas capaces de catalizar este paso inicial de la via de la quinurenina son la IDO, la IDO2 Yy la

21



triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO), que se encuentra Unicamente en el higado (Sugimoto et al,
2006; Austin et al, 2010; Maiwald et al, 2010).
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[ HE% IDO2 | e Quinurenin-
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Figura 3. En este diagrama se aprecian los primeros dos pasos en el metabolismo del
triptéfano y la participacién de IDO en el rompimiento del anillo pirrélico del W para ser
convertido en N-formilquinurenina. Modificado de Austin et al, 2010.

A través de la via de la quinurenina, el W puede servir como fuente para la produccién de
muchas moléculas importantes, ademds de su funcién como bloque para la construccion de
proteinas. La via de la quinurenina puede ser conceptualmente dividida en tres segmentos
secuenciales y tres ramas laterales distintas. La via catabdlica completa, que ocurre en el
higado (hepatocitos), resulta en una oxidacién total del W, por lo que se genera trifosfato de
adenosina (ATP) y didxido de carbono (CO,). Los tres segmentos secuenciales de la via de la
qguinurenina incluyen al segmento inicial en el cual se rompe el W en quinurenina (lo llevan a
cabo muchos tipos celulares), el segundo segmento es donde se convierte la quinurenina en
quinolinato (lo llevan a cabo Unicamente leucocitos y hepatocitos) y el ultimo segmento
secuencial incluye la actividad de las enzimas que resulta en una oxidacion total (sélo en
hepatocitos). Las ramas laterales son: la rama lateral de transaminacion para la sintesis de
acido quinurénico, una rama lateral menor asociada con la produccidn de acido picolinico o
picolinato y la rama de sintesis de nicotinamida adenina dinucledtido (NAD+). Este ultimo
compuesto es muy importante ya que es un cofactor esencial en muchas reacciones celulares
qgue van desde la sintesis de ATP hasta la reparacion del DNA. Para la sintesis de NAD+ es
necesario tener como sustrato al quinolinato (segundo segmento secuencial de la via de la
quinurenina) el cual es una neurotoxina enddgena, la producen astrocitos, hepatocitos y
leucocitos (Moffett et al, 2003).

Inductores de la expresion de la enzima IDO

Existen diferentes moléculas que inducen la expresién de IDO. Entre ellas podemos encontrar
IFN tipo Iy Il, virus, lipopolisacaridos (LPS), ciclooxigenasa 2 (COX-2), dxido nitrico (NO), TGF-B
(Katz et al, 2008) y oligonucleétidos ricos en cisteina-p-guanina (CpG-ODN), reconocidos por
TLR-9, a altas concentraciones y administrados de forma sistémica (Wingender et al, 2006). El
IFN-y es uno de los mas potentes inductores de IDO en células del sistema inmune como en las
CPA (Scheler et al, 2007; Jurgens et al, 2009).
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Los IFN se clasifican en tipo | y tipo Il, de acuerdo a la especificidad del receptor y homologia
de secuencia. Los IFN tipo | se componen por IFN-a, IFN-B, IFN-w e IFN-t, todos estan
relacionados estructuralmente y se unen al mismo receptor (el IFNAR, compuesto por las
cadenas IFNAR1 e IFNAR2). El tipo Il estd compuesto Unicamente por el IFN-y. No esta
relacionado estructuralmente con los IFN tipo |, se une a un receptor diferente y es codificado
en un Jocus cromosomal separado. La produccion de IFN-y es controlada por citocinas
secretadas por CPA, mas notablemente por IL-12 e IL-18. Funcionalmente, el receptor de IFN-y
(IFNGR) estd compuesto por dos cadenas IFNGR1 de unidn al ligando asociadas con dos
cadenas IFNGR2 de transduccién de sefial y la maquinaria asociada de senalizacion. El dominio
intracelular del IFNGR1 contiene motivos de unidon para la cinasa de tirosina Janus (Jak)1, y el
activador de transcripcién y transductor de sefial (Stat)l, que son la maquinaria asociada de
sefializacion. Los motivos de unidén de Jakl y Statl son requeridos para la fosforilacidn del
receptor, transduccion de la sefial e induccién de una respuesta bioldgica. La region
intracelular de IFNGR2 contiene un motivo de unién no contiguo para el reclutamiento de Jak2
para la participacién en la transduccidn de seiial. El IFN-y sefializa principalmente por la via Jak-
Stat, via utilizada por mas de 50 citocinas, factores de crecimiento y hormonas para afectar la
regulacion genética. Después de la unidn del ligando, los dominios intracelulares de las
subunidades IFNGR1 e IFNGR2 se abren para permitir la asociacion de los componentes de
sefializacion de cada subunidad. La unién del ligando induce la autofosforilaciéon de Jak2 y la
activacidn, lo cual permite que Jakl sea transfosforilado por Jak2. La Jakl activada fosforila
tirosinas (Y) funcionalmente criticas ubicadas en el residuo 440 de cada cadena IFNGR1 para
formar dos sitios de acoplamiento adyacentes para los dominios SH2 (homologia 2 src) del
Statl latente. El par Statl reclutado en el receptor es fosforilado probablemente por Jak2. La
fosforilacién induce la disociacion del homodimero de Statl del receptor. EIl homodimero
disociado Statl entra al nucleo y se une a elementos del promotor que inician o suprimen la
transcripcion de genes regulados por IFN-y. Los homodimeros de Statl se unen al DNA en los
elementos GAS (sitio de activacion de interferon gamma) de la secuencia consenso TTCN(2-
4)GAA (Schroder et al, 2004). Uno de los genes inducibles por la via de sefalizaciéon de IFN-y
mediada por Jak-Stat es el que codifica para la proteina IDO (Imir et al, 2002).

Las tejidos donde normalmente se expresa IDO son: pulmones, intestino, epididimo, timo,
fibroblastos (Scheler et al, 2007; Katz et al, 2008) y en células del sistema inmune tales como
monocitos, macrofagos y CD (Wingender et al, 2006; Scheler et al, 2007; Maiwald et al, 2010);
mientras que TDO se expresa Unica y constitutivamente en el higado (Moffett et al, 2003;
Maiwald et al, 2010) e IDO2 tiene una maxima expresion en los rifiones (Wee et al, 2008).

IDO y células dendriticas

La expresién de IDO no es una caracteristica constitutiva en las CD humanas en condiciones
inmunoldgicas homeostaticas, ya que requiere de induccion (Jlrgens et al, 2009). Debido a lo
anterior y al hecho de que IDO no causa autoinmunidad cuando estd inactivo a nivel del
organismo, se implica que IDO no estd involucrado en tolerancia hacia antigenos propios, sino
en tolerancia hacia antigenos extrafios donde la no respuesta inmune puede ser importante
(e.g. antigenos fetales, antigenos ambientales en piel y mucosas ) (Prendergast, 2008), aunque
el hecho de crear tolerancia hacia antigenos extrafios o hacia antigenos tumorales puede
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resultar deletéreo para el organismo, pero también ayuda a evitar el dafio tisular durante una
respuesta inflamatoria.

Cuando IDO se expresa en CD, la actividad de esta enzima suprime la inmunidad adaptativa
mediada por células T (Mellor, 2005; Scheler et al, 2007; Katz,et al, 2008; Wee et al, 2008). En
un experimento innovador llevado a cabo por Munn y Mellor (1999) se vio que la actividad de
IDO estd relacionada con la inmunosupresion, ya que al inhibir la actividad de IDO por medio
del 1-metil-triptéfano (1-MT) en ratones hembra prefiados, se inducia un rechazo, por medio
de un aborto, del feto. Lo anterior confirmd la hipétesis de que el agotamiento del W en la
interfase materno-fetal evitaba la activacién de linfocitos T en contra de los antigenos fetales
(Mellor et al, 1999). Ademas de este ejemplo se han hecho varios estudios en los cuales se
demuestra que la actividad de IDO resulta en la supresidn de respuestas inmunes.

La inmunosupresion mediada por IDO esta relacionada con el agotamiento de W en el medio
intercelular y la acumulacién de los catabolitos del W. Esto sucede cuando las CD expresan
IDO, expresion inducida principalmente por IFN-y durante la respuesta inmune, y afecta a las
células T, ya que tienen un punto de control regulado por el W en su ciclo celular lo cual
provoca anergia, apoptosis y arresto en del ciclo celular (Mellor et al, 2005; Scheler et al, 2007
Wee et al, 2008; Jirgens et al, 2009). En células T, la falta de W debido a la actividad de IDO en
CD activa la via de sefializacion de estrés mediada por Gcn2 (cinasa que se activa cuando el
tRNA no se carga con su aminoacido correspondiente) (Guo et al, 2007) la cual provoca la
fosforilacién del factor iniciador de la traduccion elF2a vy, por lo tanto, la iniciacion de la
traduccion en los ribosomas se detiene dando lugar a detencién en la fase G; del ciclo celular y
anergia (Mellor, 2005; Katz et al, 2008). Una vez que se fosforila elF2a, éste incrementa su
afinidad por el factor iniciador de la traduccidn elF2p (factor intercambiador de nucleétidos de
guanina, requerido para reciclar elF2GDP a elF2GTP). La fosforilacion en la serina 51 atrapa al
elF2GDP vy al elF2B en un complejo con actividad reducida de factor intercambiador de
nucledtidos de guanina, lo cual reduce los niveles de elF2GTP y da como resultado la inhibicién
de la sintesis de proteinas (Kazemi et al, 2004), a excepcidn de la sintesis mediada por ciertos
factores como LIP, una isoforma alternativa del factor de transcripciéon NF-IL6 del tipo b/ZIP
(motivos ricos en leucinas que se encuentran en la parte de la proteina que se une al DNA),
también conocido como CEBPB. LIP actua como un inhibidor dominante natural de las
isoformas LAP-1 y LAP-2 ya que no presenta un dominio de transactivacién, lo cual le permite
actuar competitivamente con las otras dos isoformas para unirse a los promotores génicos. La
induccion de LIP altera la expresion de citocinas como IL-10 y TGF-B, lo cual crea un ambiente
mas tolerogénico (Figura 4) (Prendergast, 2008).

Otro mecanismo por medio del cual se promueve la expresion de IDO en CD y la induccién de
tolerancia es por la unidén CTLA-4:B7. La molécula CTLA-4 es expresada en células T no
activadas, pero sus niveles en la superficie de éstas células es muy baja, aun asi es suficiente
para inducir una sefial negativa (Fernandez-Ponce et al, 2006). Las células Treg que expresan
constitutivamente CTLA-4 en su superficie han mostrado que promueven la actividad de IDO
en CD a través de un mecanismo dependiente de CTLA-4 (Katz et al, 2008). En CDt, la induccidn
de IDO (bajo el control de la via CTLA-4:B7 que produce una estimulacion autocrina de IFN-y en
CD, el cual resulta en la expresion de IDO) actua en un ciclo de retroalimentacién positiva para
instruir a las células T CD4" naive para que se conviertan en células Treg, pero también para
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mediar la habilidad de las células Treg para reclutar CD inmaduras a un estado tolerogénico
(Prendergast, 2008).
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Figura 4. En este esquema se muestra el efecto del agotamiento de W (debido a Ia
expresion de IDO) en la CD. Tiene un impacto en la traduccién de ciertos genes que
promueven tolerancia y en la progresion del ciclo celular. Modificado de Prendergast,
2008.

Cdncer e IDO

El cdncer es un crecimiento anormal de células causado por multiples cambios en la expresién
génica dando como resultado un balance no regulado en la proliferacién y muerte celular, y al
final en la evolucidn de una poblacién de células que pueden invadir tejidos y hacer metastasis
a sitios lejanos, causando una morbilidad significativa, y si no son tratados, causa la muerte del
hospedero. Las células tumorales, o neoplasias, pueden ser atacadas en el cuerpo por una gran
variedad de mecanismos, en los que se incluyen: 1) la activacién de macréfagos por IFN-y para
qgue produzcan TNF-2 e intermediarios de oxigeno, como el éxido nitrico (NO), que puede
inducir la muerte de la célula objetivo; 2) activacion de células NK por IL-2 y otros efectores
para convertirse en asesinos activos de células tumorales; 3) produccidon de anticuerpos en
contra de antigenos asociados a tumor lo que resulta en el revestimiento de las células
tumorales, por lo que se vuelven objetivos de macrdéfagos y células T citotdxicas (a este
proceso se le denomina induccién de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, o
ADCC); 4) Muerte de células tumorales mediada por complemento; 5) activacién de linfocitos T
CD8" para convertirse en linfocitos T citotdxicos por medio de un mecanismo de aniquilacién
de células dependiente de MHC. Las reacciones mds importantes para eliminar células
tumorales son las mediadas por células como las respuestas por linfocitos T citotdxicos,
macrdfagos y células NK (Ruddon, 2007).
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Las células tumorales tienen numerosos antigenos que pueden ser reconocidos por células T.
Algunos de éstos antigenos pueden ser expresados exclusivamente por tumores y por eso se
les denomina antigenos especificos de tumor (éstos antigenos se forman a partir de
mutaciones o translocaciones de genes celulares normales). Otro grupo de antigenos son los
antigenos asociados a tumor, que no sélo se expresan en células tumorales, sino que también
son expresados por otras células del cuerpo (ejemplos de éstos antigenos son MAGE, BAGE y
GAGE). A pesar de la presentacién de antigenos por células malignas y la presencia de células
inmunes que podrian actuar potencialmente en contra de las células malignas, en muchos
casos el sistema inmune no se activa e ignora al tumor (Igney et al, 2002). Los tumores que
crecen en sitios inmuno-privilegiados (i.e. todos los sitios locales en los que los antigenos
provocan inesperadamente respuestas inmunes débiles o no respuestas, como por ejemplo el
ojo, el sistema nervioso central, la placenta y los testiculos) (Mellor et al, 2008) no son
vigilados por el sistema inmune. Los sitios inmuno-privilegiados son utilizados por el tumor
como mecanismo de escape inmunoldgico. El escape inmunoldgico es una caracteristica
esencial para la progresién de la enfermedad, en este caso del tumor, actuando como un
modificador biolégico para dictar la respuesta de una lesién iniciada oncolégicamente. Cuando
el escape inmunoldgico no esta presente, el tumor puede ser eliminado o puede estar
presente en un prolongado estado oculto de equilibrio inmunolégico (latencia) (Prendergast,
2008). Se han identificado otros mecanismos que utilizan los tumores para escapar del rechazo
mediado por el sistema inmune, algunos de estos mecanismos son: ignorancia inmunoldgica
(falta de sefiales de dafio como los antigenos tumorales), presentacion antigénica dafiada,
expresion de factores y moléculas inmuno-supresivas como IL-10 y TGF-B, induccién de
tolerancia, resistencia a la apoptosis y el contrataque tumoral (mediado por la unién
CD95:CD95L) (Igney et al, 2002). La induccién de tolerancia como estrategia de escape
inmunoldgico incluye a CDt, células Treg y células supresoras derivadas de precursor mieloide
(MDSC). Este tipo de células son muy abundantes en los tumores, ganglios linfaticos de drenaje
de tumor y en tejidos periféricos de animales que presentan tumores. En las CDt que instruyen
a las células T y estimulan tolerancia hacia los antigenos, las vias de sefializaciéon de los
receptores B7 son de importancia vital para la supresién inmune y la tolerancia. En esencia, los
ligandos B7 inhibidores definen a una CDt que tolerizard a una célula T hacia el antigeno que
serd presentado. En este contexto, las CDt también son importantes ya que instruyen vy
reclutan células Treg que propagan la supresién inmune hacia antigenos tumorales
(Prendergast, 2008).

Se ha descubierto otro mecanismo de escape inmunoldgico relacionado con alteraciones
metabdlicas llevadas a cabo por células cancerosas. El catabolismo microambiental de
aminoacidos esenciales como el triptéfano y la arginina, llevados a cabo por las enzimas IDO y
arginasa, respectivamente, estd involucrado en la tolerancia inmunoldgica (Prendergast, 2008).
La expresion de IDO en células tumorales, o su expresiéon de CPA asociadas a tumor, puede
inhibir las respuestas de células T hacia los antigenos tumorales, al suprimir la activacion de las
células T en los ganglios linfaticos de drenaje de tumor o al volver a las células T efectoras
activadas inefectivas en el sitio del crecimiento del tumor (Mellor, 2005).

La expresion del gen Bin1 restringe IDO a nivel de la transcripcidn regulada por IFN-y al limitar
la inducciéon del mensaje de IDO enviado por STAT1 y NF-kB, dos reguladores clave de
inmunidad y cancer (Muller et al, 2005). El gen Binl codifica el miembro prototipico de la
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familia de proteinas adaptadoras BAR. La funcidn de estas proteinas es coordinar la dinamica
membranal y procesos de sefializacion. Sin embargo, miembros de ésta familia como las
proteinas Binl y APPL también se localizan en el nicleo donde se han visto implicadas en
represidon transcripcional (Prendergast, 2008). La expresidon atenuada de Binl ocurre en
muchos tipos de canceres como en senos, prdstata, pulmén y colon (Muller et al, 2005;
Prendergast, 2008), asi como en neuroblastoma y melanoma. La atenuacion de este gen
ocurre tan comunmente en las células de cancer ya que beneficia al escape inmunoldgico. Se
ha encontrado que la presencia de Bin1 ayuda fuertemente a la inmuno-vigilancia mediada por
células T, ya que se inhibe al inhibidor de la inmunidad mediada por células T: IDO, es por ello
gue en las células tumorales se atenua este gen (Prendergast, 2008).

Por otro lado, Munn y Mellor (1999) encontraron que el gen IDO es ancestral, ya que en los
invertebrados existe un gen homodlogo para esta proteina. A partir de esto, se ha cuestionado
el hecho de porqué se ha conservado esta proteina si ya existe otra (la TDO) que lleva a cabo el
catabolismo del W. Se piensa que la funcidn de IDO no es catabolizar simplemente el W en
exceso proveniente de la dieta (Prendergast, 2008), sino que el catabolismo de este
aminoacido por medio de esta enzima es una estrategia de supervivencia ancestral que puede
controlar las respuestas inmunes en los mamiferos (Pallota et al, 2011).

Utilizacion de IDO en inmunoterapia

La inmunoterapia es un tipo de tratamiento que utiliza herramientas inmunoldgicas, tales
como anticuerpos monoclonales, proteinas fusionadas receptor-inmunoglobulina, vacunas y
células inmunes, entre otros (Feldmann et al, 2005). En este contexto, la modulacién de la
expresion de IDO, ya sea una modulacidn positiva o negativa, puede usarse como herramienta
inmunoldgica para combatir enfermedades autoinmunes, cancer o en el rechazo de injertos.
En el caso de la inmunoterapia en contra de cancer, la meta es provocar respuestas inmunes
efectivas en contra de antigenos tumorales para explotar la especificidad exquisita del sistema
inmune adaptativo para atacar tumores (Mellor, 2005). Debido a que la expresién de IDO en
células tumorales provoca el escape inmunoldgico de éstas células, se ha visto que la inhibicidn
de esta enzima en células cancerosas resulta en la regresidon tumoral cuando se combina con
agentes quimioterapéuticos (Prendergast, 2008), ya que el sistema inmune es capaz de
reconocer y atacar al tumor. Uno de los inhibidores de la actividad de IDO mas usados es el 1-
metil-triptéfano (1-MT), el cual actia competitivamente con el triptéfano (Prendergast et al,
2008; Wee et al 2008; Sun et al, 2010). La expresién de IDO también podria ser usada como
herramienta inmuno-terapéutica cuando la respuesta inmune no es deseada como en el
rechazo de injertos. En este caso, existen estudios en los que se induce la expresion de IDO, in
vitro o in vivo, para inducir tolerancia y evitar las respuestas de células T en contra del donador
(Morelli et al, 2008). En el caso de enfermedades autoinmunes se ha encontrado,
paraddjicamente, que la expresion de IDO aumenta en este tipo de patologias (Szanté et al,
2007; Scott et al, 2009) y que, incluso cuando se inhibe su expresién en modelos murinos de
artritis reumatoide, la artritis se retrasa y se alivia la gravedad de la enfermedad (Scott et al,
2009). La utilizacion de IDO como herramienta inmuno-terapéutica ya se ha probado con
resultados efectivos, pero debido a la falta de estudios basicos en la actividad de esta enzima,
no se han podido explicar muchos resultados que se han obtenido a partir de este tipo de
investigaciones.

27



Antecedentes

Existen trabajos previos en los cuales se ha investigado el efecto que tienen la enzima IDO
sobre CD en cultivo. El objetivo general de estos trabajos es aplicar la expresién de IDO en la
inmunoterapia y tener un mejor entendimiento sobre la tolerancia inmunolégica mediada por
CD. Ganesh vy cols. (2009), analizaron la posibilidad de que la poblacion de células dendriticas
CD8a’ y CD8a adquieran la habilidad para generar células Treg a partir de células T efectoras
(activadas con el antigeno mTg, que causa la tiroiditis autoinmune experimental) después de
haber sido generadas in vivo por medio de la estimulacién con 2ug de GM-CSF inyectado intra-
peritonealmente durante 5 dias seguidos, en dos ocasiones; al término del tratamiento se
obtuvieron CD de bazo. Se concluyd que el GM-CSF actua principalmente sobre las CD CD8a y
las vuelve tolerogénicas, especialmente porque adquieren la capacidad de inducir/expandir
células Treg FOXP3" IL-107, las cuales son capaces de suprimir células T autorreactivas a través
de un mecanismo dependiente de IL-10. El descubrimiento de ésta poblacion de CD
tolerogénicas, inducidas por el GM-CSF, es importante ya que esta citocina es empleada de
manera habitual en los protocolos de diferenciacién de CD in vitro.

Por otro lado, Jirgens et al (2009), demostraron que la abundante expresion de IDO, asi como
su actividad (denominada IDO competencia) en CD derivadas de monocitos humanos, después
de haber sido activados con LPS (50ng/ml) depende de la presencia de IFN-y (1000U/ml)
durante 4hrs o 48hrs. También se relaciond la expresidn de IDO con la expresién de citocinas
proinflamatorias. Se concluyé que el IFN-y estimula a las CD para liberar citocinas
proinflamatorias y desarrollar la IDO competencia en paralelo, pero con una cinética temporal
diferente. Mientras la liberacidn de citocinas prevalezca y la IDO competencia se desarrolle
completamente, las CD podrian estimular una respuesta celular T proinflamatoria. Sin
embargo, cuando la produccidn de citocinas cesa, la actividad de IDO iniciada por IFN-y se
vuelve prevalente. Las CD IDO competentes inhiben las respuestas de células T. Estos
descubrimientos son de suma importancia ya que se demuestra que la expresién de IDO puede
ser inducida y que las CD pueden tener paralelamente programas celulares diferentes. Aunado
a éstos descubrimientos, en un trabajo hecho por Hwang y sus colaboradores (2005), se
demostré que las CD inmaduras derivadas de monocitos, en cultivo, expresan
constitutivamente altos niveles de IDO (80% de las células expresan IDO). También
demostraron el efecto de la falta de W en la regulacién del fenotipo, la capacidad disminuida
de estimular células T en cocultivos de CD con células T y el comportamiento quimiotactico
potente de las CD inmaduras. Encontraron que al aumentar la expresion de IDO, debido al
estimulo con TNF-a, IFN-y o CD40L, también se aumenta la expresién de CD40, CD80, CD83,
CD86, HLA-DR con respecto al grupo control sin estimulo. Los resultados anteriores dan indicio
de que existe una posibilidad de encontrar una relacidon directa entre la expresion de
moléculas membranales y citocinas inflamatorias con la expresién de IDO.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En diversos estudios de inmunoterapia se utilizan a las células dendriticas como inductores de
respuestas inmunoldgicas. Para poder saber que tipo de respuesta son capaces de inducir
estas células es necesario conocer el tipo de CD que se obtienen a partir de protocolos de
diferenciaciéon. Por lo tanto, es importante estudiar Qué relacion existe entre el
inmunofenotipo de células dendriticas diferenciadas a partir de médula dsea y la expresién, en
estas mismas células, de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa.

JUSTIFICACION

Actualmente se han propuesto numerosos protocolos para el desarrollo de vacunas vy
estrategias terapéuticas antitumorales y para enfermedades autoinmunes, basados en la
utilizacién de células dendriticas diferenciadas a partir de monocitos, los resultados en dichos
protocolos son prometedores. Debido a que las CD tienen la capacidad de producir tolerancia
mediante la expresién de IDO, el estudio de los efectos de esta enzima en éstas células
adquiere gran relevancia ya que su modulacién puede utilizarse como herramienta inmuno-
terapéutica para combatir enfermedades autoinmunes, cancer y otras enfermedades, en las
cuales la tolerancia inmunoldgica participa en el desarrollo de la enfermedad. Es por ello que
en este trabajo se ha decidido usar CD diferenciadas a partir de médula ésea para éste
proposito.

HIPOTESIS

Si se modifica la expresion in vitro de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa en células
dendriticas diferenciadas de médula 6sea con GM-CSF mediante la utilizacién de inductores
(IFN-y y LPS) las moléculas CD40, CD80, CD86 disminuiran, mientras que las moléculas CCR7,
CD273, CD274, IL-10 y MHCII aumentardn con respecto a las células dendriticas cultivadas sin
inductores.

OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar si la expresion de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa tiene una relacion con la
expresion del inmunofenotipo de las células dendriticas diferenciadas de médula dsea con GM-
CSF.

Objetivos particulares

1. Demostrar la expresion de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa en CD derivadas de
médula ésea en cultivo en presencia y ausencia de IFN-y, LPS y su combinacion.

2. Evaluar la expresidon mediante citofluorometria de flujo de: CCR7, CD8a, CD11c, CD40,
CD80, CD86, CD273, CD274, IDO, IL-10 y MHCII en CD derivadas de médula dsea que
expresan IDO.
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MATERIAL Y METODO

Diferenciacion de células dendriticas a partir de células de médula 6sea

Para cada serie de cultivos experimentales, se utilizaron 3 ratones machos de la cepa Balb/c de
6 a 8 semanas de edad, que fueron mantenidos en las instalaciones del bioterio del
Departamento de Biologia Celular y Tisular de la Facultad de Medicina, UNAM, bajo
condiciones controladas de luz-oscuridad, temperatura y de alimentacién ad libitum, que
fueron sacrificados por necesidades del experimento por dislocaciéon cervical. Se obtuvieron el
fémur y la tibia de ambas extremidades posteriores y bajo condiciones asépticas. Las células de
médula 6sea fueron extraidas (dentro de una campana de flujo laminar) de los huesos
obtenidos por perfusién y sembradas en una botella de cultivo con medio DMEM completo
(Suero bovino fetal 10% y antibidtico/antimicético 1%) suplementado con sobrenadante al
20% (v/v) del factor GM-CSF, obtenido a partir del cultivo de la linea celular de cancer de
ovario de hamster chino: CHO (transfectada con el gen GM-CSF) durante 10 dias para inducir
diferenciacién, con remplazo del medio total cada tercer dia. El medio de cultivo también fue
suplementado con 55umol/L del antioxidante B-mercaptoetanol de Sigma. Al dia 10 se realizé
un conteo celular en la Cdmara de Neubauer y se obtuvo viabilidad celular con azul tripano.
Para la obtencion del sobrenadante de células CHO, ésta linea celular fue cultivada en medio
F12 completo (suero bovino fetal 10%; solucién de antibidticos y antimicéticos al 1%:
penicilina, estreptomicina y anfotericina; antibidtico de seleccién: Geneticina) para su
expansion durante 3 pases con una confluencia del 80-90%. Posteriormente, se sembraron en
medio F12 completo (suero bovino fetal 10%; solucidn de antibidticos y antimicdticos al 1%:
penicilina, estreptomicina y anfotericina) durante 3 pases con una confluencia del 80-90%.
Finalmente, se sembraron las células en medio F12 semiplano (soluciéon de antibidticos y
antimicdticos al 1%: penicilina, estreptomicina y anfotericina) durante 72hrs y se obtuvo el
sobrenadante. Para cada pase se utilizé tripsina al 0.05% resuspendida en solucidn salina
balanceada de Hanks (HBSS) para despegar las células adheridas a la botella de cultivo.

Procesamiento de células dendriticas para microscopia fotdnica y electrénica
Tincion de Giemsa

Después de los 10 dias de diferenciacion se obtuvo una muestra del cultivo, se hicieron lavados
con PBS. A partir de esta muestra se realizd un frotis en una laminilla cubierta con poli-L-lisina.
Posteriormente se fijé con glutaraldehido 10%, se lavd la muestra con PBS y se colocé en
Giemsa 1x durante 10 minutos. Se observd en el Microscopio Nikon Eclipse 80i en el campo
claro a diferentes aumentos y se obtuvieron fotografias.

Inmunocitoquimica para moléculas clase Il del MHC

Después de los 10 dias de diferenciacidon se obtuvo una muestra de células del cultivo y se
realizaron lavados con PBS. A partir de esta muestra se realizé un frotis en una laminilla
cubierta con poli-L-lisina. Posteriormente se fijaron con fijador Zamboni, se lavaron con PBS y
se incubaron con perdxido de hidrégeno a temperatura ambiente y se lavé la muestra con PBS.
Posteriormente, se incubd con PBS/albimina 5% durante 1hr a 37°C. Se retird el PBS/albumina
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y se incubd con anti-MHCII (Neomarker) a 4°C por 24hr. Pasado ese tiempo, se lavé con PBS y
se incub6 con PBS/albumina 0.1% 10 min a temperatura ambiente. Se retiré el PBS/albiminay
se incubd con el anticuerpo secundario cabra anti-rata biotinilado (MP Biomedicas) 30 min a
37°C. Se lavd con PBS y posteriormente se incubd con el complejo Horseradish Peroxidase
(HRP, estreptavidina-peroxidasa) (MP Biomedicas) 30 min a 37°C. Se lavd con PBS y se reveld
con el kit diaminobenzidina (DAB) (Zymed) por 5 min. Se observd en el Microscopio Nikon
Eclipse 80i en el campo claro a diferentes aumentos y se obtuvieron fotografias.

Microscopia electronica de barrido

A partir de un cultivo de CD de 10 dias se obtuvo una muestra y se lavé con buffer de
cacodilatos para quitar el exceso de medio de cultivo y se fijaron las células con glutaraldehido
al 2.5% durante 15 min a 4°C; se post-fijo con tetradxido de osmio al 1%. Posteriormente, se
deshidraté la muestra con acetona y se desecd a punto critico con CO,. Después, se cubrid la
muestra con una pelicula de oro y por ultimo la muestra fue observada con un Microscopio
Zeiss DSM50 (1987).

Estimulacidén de la expresion de IDO en células dendriticas

Pasados 10 dias de diferenciacién, se dividieron las células del cultivo en 4 grupos: 1) control
sin estimulo, 2) estimulado con IFN-y, 3) estimulado con LPS y 4) estimulado con IFN-y y LPS. El
grupo control se lavd y sembrd en medio fresco por 48hrs. El grupo 2 se lavd y sembré en
medio fresco y se estimuld con 1000U/ml de IFN-y durante 48hrs. El grupo 3 se lavé y sembrd
en medio fresco y se estimuld con 50ng/ml de LPS durante 48hrs. El grupo 4 se lavd y sembré
en medio fresco y se estimulé con 1000U/ml de IFN-y y 50ng/ml de LPS por 48hrs.

Evaluacién del inmunofenotipo de células dendriticas

Después de estimular a las CD con los diferentes tratamientos, se llevaron a cabo varias
inmunofluorescencias. Los anticuerpos fluorocromados utilizados fueron: FITC anti-I-A/I-E
(reconoce MHCII de raton), FITC anti-CD80, PE anti-CD40, PE anti-CD86, PE anti-CD273, PE anti-
CD274, PE-Cy5 anti-CD8a (BD Biosciences) y APC anti-CD11c (BIOLEGEND). Los anticuerpos
biotinilados utilizados fueron: conjugado con Biotina anti-CCR7, conjugado con Biotina anti-IL-
10 (eBiosciences); éstos anticuerpos biotinilados posteriormente fueron incubados con
Estreptavidina-FITC (BD Biosciences). El anticuerpo purificado anti-IDO (Millipore), fue
incubado con un anticuerpo secundario cabra-anti-raton biotinilado (MP Biomedicas) y por
ultimo fue incubado con Estreptavidina Cy5 (BD Biosciences). Al final de la tincidon, todas las
muestras fueron fijadas en PBS/Paraformaldehido 0.5%. Para identificar la expresion de éstas
moléculas, las muestras fueron leidas en el citofluorémetro de flujo FACSCalibur (BD
Biosciences). El andlisis de los datos generados fue hecho en el programa FlowJo v8.7.
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RESULTADOS

Diferenciacion de células dendriticas a partir de células de médula dsea

La suspensidn celular obtenida de la médula dsea de ratones Balb-c fue mantenida en cultivo
durante 10 dias con un medio de cultivo completo suplementado con el factor GM-CSF
obtenido del sobrenandante del cultivo de la linea celular de cancer de ovario de hamster
chino (CHO) transfectadas con el gen del GM-CSF de acuerdo al procedimiento descrito
previamente en la seccién de material y métodos. Con la finalidad de corroborar el proceso de
diferenciacién de las células de médula ésea en CD, se realizé tanto un seguimiento de las
caracteristicas morfoldgicas de dichas células, asi como una evaluacidn de la expresidon de la
proteina CD11c mediante citofluorometria de flujo.

Tras 12 horas de cultivo la mayoria de las células estromales de la médula dsea y los
macrdfagos prexistentes se adhieren fuertemente al piso de la placa de cultivo, adquiriendo
una morfologia similar a la de los fibroblastos in vitro, mientras que las células
hematopoyéticas se mantienen en suspensién, a partir del tercer dia de cultivo las células en
proceso de diferenciacion hacia CD comienzan a formar colonias de células débilmente
adherentes de morfologia esférica con presencia de numerosas proyecciones citoplasmaticas
cortas sin ramificaciones (Figura 5A), conforme avanza el proceso de diferenciacién en el
cultivo celular el nUmero de colonias y el nimero de células en cada colonia se incrementa.

Posteriormente, al dia 10 de cultivo se colectaron varias muestras celulares, las cuales fueron
tefiidas con la tincion de Giemsa, en donde se observd una alta densidad de células de
morfologia esférica con numerosas proyecciones citoplasmaticas delgadas y cortas, con
nucleos grandes e indentados (Figura 5B). Por otra lado, algunas de las muestras fueron
procesadas mediante la técnica de inmunocitoquimica utilizando anticuerpos dirigidos contra
las moléculas de clase Il del MHC, observando una elevada correlacién entre la forma y la

positividad al marcador MHCII de las células evidenciadas con la tinciéon de Giemsa y las células
MHCII" (Figura 5C). Finalmente algunas otras muestras fueron procesadas para microscopia
electronica de barrido, en las que se encontraron células con abundantes proyecciones

citoplasmaticas (Figura 5D), que corresponden a las CD diferenciadas.

Posterior a la evaluacidon morfoldgica, en los cultivos de 10 dias se evalud la viabilidad celular
mediante la utilizacién del colorante azul tripano, encontrando en todos los cultivos evaluados
una viabilidad superior al 85%. Finalmente mediante citofluorometria de flujo se determiné el
porcentaje de CD presentes en el cultivo, evaluando la presencia de la molécula CD11c en la
superficie celular, obteniendo que entre el 30% y el 50% de las células en suspensidn
corresponden a CD.
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Figura 5. En este panel se muestran cuatro fotomicrografias de CD procesadas con diferents técnicas. (A)
Fotomicrografia de microscopio fotdnico de contraste interferencial diferencial sin tefiir de una colonia de CD al dia
3 de cultivo a un aumento de 20x, las células adyacentes son células estromales de médula dsea. (B)
Fotomicrografia de microscopio foténico de campo claro de CD en frotis tefiidas con Giemsa. Se encontré que el
conjunto de CD (flechas) presentan un tamafio celular y nicleo grandes, asi como prolongaciones del citoplasma,
caracteristicos de las CD. (C) Fotomicrografia de microscopio fotdnico de campo claro de CD en frotis en las que se
realizd una inmunocitoquimica para revelar la presencia del MHCII, contratefiidas con hematoxilina. Las CD,
positivas para este marcador (flecha), que se observan de color café con nucleos color azul claro presentan un
tamafio celular y nudcleo grandes, asi como prolongaciones grandes y abundantes del citoplasma. (D)
Fotomicrografia de microscopio electrénico de barrido de una CD. En esta imagen se observa que la CD presenta
prolongaciones citoplasmaticas largas y delgadas en forma de dendritas, pero también presenta otro tipo de
prolongaciones celulares mas cortas y mas abundantes en forma de seudépodos.
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Evaluacidn de la expresion de IDO en células dendriticas

Para determinar la expresidon de la enzima IDO en las CD diferenciadas en los cultivos de
médula ésea utilizados, se llevd a cabo un analisis por citofluorometria de flujo, en donde las
células fueron analizadas en un principio en términos de su tamano y granularidad, eliminando
la regién en donde se localizan los detritos celulares (Figura 6A), posteriormente, en la
poblacidn celular seleccionada se delimitaron las regiones negativas para la expresion de la
molécula CD11c y para la enzima IDO (Figura 6B). Después se evalud la poblacion doble
positiva para ambas moléculas (Figura 6C) en donde se encontré que existen tres
subpoblaciones de CD, la primera subpoblacién CD11c’IDO’, la segunda CD11c" IDO%™ (IDO
expresada a bajas concentraciones) y la tercera subpoblacién CD11c* IDO™" (IDO expresada a
altas concentraciones). De las dos poblaciones de CD IDO", la poblacién IDO*™ es la mas
abundante con un porcentaje de dobles positivas del 27% y una media de intensidad de
fluorescencia (MIF) de 284.36; mientras que la poblacién IDO™" corresponde solamente a un
porcentaje del 4.58% de CD dobles positivas con una MIF de 1749.21, lo que permite distinguir
en términos de la intensidad del marcaje dos poblacién de CD IDO" (Figuras 6D y 6E). Cabe
mencionar que ambas subpoblaciones en conjunto representan alrededor del 31.5% del total
de las células CD11c" diferenciadas bajos estas condiciones de cultivo.
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Figura 6. En esta figura encontramos tres gréficas tipo Dot plot hechas en el programa Flowlo v8.7 de un experimento
representativo de tres, asi como una gréfica de barras y otra de lineas hechas en el programa Sigmaplot 11. (A) Dot plot de
tamafio celular (FSC) vs granularidad celular (SSC) de toda la poblacidn celular adquirida, se hizo una region (de color rosa) en la
que se seleccionaron las células mas grandes y granulosas. (B) Dot plot de IDO vs CD11c en el que se muestra la poblaciéon
negativa de las células marcadas para éstas moléculas. (C) Dot plot de IDO vs CD11c. En el cuadrante superior derecho se
muestra la regién positiva para ambas moléculas y se pueden observar dos subregiones: la amarilla que es la regién CD11c"
IDO®™ y la roja CD11c’ IDO™"
fluorescencia. (D) En esta grafica se muestran los datos en porcentaje de las células CD11c” IDO
repeticiones. Claramente se observa que la poblacién CD11c” IDO®™ es mas abundante (27%) que la poblacién CD11c” IDO

(4.58%). (E) En esta grafica se muestran los datos de la MIF de las células CD11c” IDO"™
high

. Estas dos subregiones se marcaron de acuerdo al cambio en la densidad celular y la intensidad de

y CD11c’ IDO™®" en tres
high

dim
dim
y CD11c” IDO™" en cuatro repeticiones.

Se observa que la poblacién CD11c” IDO™" presenta una MIF mayor (1749.21) que la poblacién CD11c" DO (284.36).
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Para determinar si la expresion de la enzima IDO en éstas células CD11c’ diferenciadas de
médula dsea bajo las condiciones de cultivo, previamente descritas, puede ser incrementada
(como se ha observado en otros trabajos con CD) se decidié suplementar el medio de cultivo
con algunos inductores de la expresion de IDO, por lo que se estimulé a las CD en cultivo
durante 48hrs con los siguientes esquemas: 1) IFN-y, 2) LPS y 3) la combinacion de IFN-y/LPS.

Posteriormente se evalud el porcentaje celular y expresiéon con la media de intensidad de
fluorescencia de IDO total mediante citofluorometria de flujo.

Cuando analizamos los resultados obtenidos en los experimentos de estimulacidn, observamos
que IDO se esta expresando en cerca del 30% de la poblacién de CD diferenciadas, con una
MIF intermedia cuando el medio de cultivo es suplementado exclusivamente con GM-CSF.
También encontramos que dicho porcentaje se modula ligeramente de manera positiva
cuando el medio de cultivo es suplementado con LPS, administrado solo o en combinacién con
IFN-y. Sin embargo cuando el IFN-y fue adicionado de manera individual al medio de cultivo, se
observd que esta citocina promueve una expresién aln mayor, sin embargo cabe sefialar que
en cualquiera de los medios de cultivo la expresidon y porcentaje de células positivas se

encuentra en el mismo rango y que no llega a existir una diferencia significativa entre los
distintos tratamientos (Figura 7).
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Figura 7. Histograma de la expresion de IDO en CD hecho a partir de la regidon positiva para CD11c
tomando en cuenta todas las células IDO positivas del dotplot. La linea horizontal representa la region
positiva de este histograma, en rojo se marca el grupo control, en azul el grupo IFN-y, en naranja el
grupo LPS y en verde el grupo IFN-y/LPS. Los grupos experimentales se ven desplazados hacia la

derecha con respecto al grupo control, lo cual indica un aumento en la expresion de IDO, cabe sefialar
que el grupo mas positivo a IDO es el grupo IFN-y.

Cuando analizamos la expresion de IDO en las dos subpoblaciones de CD que son IDO positivas
(CD11c" IDO®™ y CD11c' IDO™") no encontramos una diferencia significativa entre las distintas
condiciones de estimulacion al interior de cada subpoblacion (Figura 8A). Aunque si

encontramos diferencias constantes y significativas en el nimero y expresién de IDO entre las
dos subpoblaciones (Figura 8B).
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Figura 8. Porcentaje y media de intensidad de fluorescencia de la expresion de IDO en las dos
poblaciones IDO"™ e IDO™" estimuladas con LPS, IFN-y y su combinacion. A) En esta grafica se
muestran las barras en porcentaje de las poblaciones CD11c" IDO high
(escala de morados) de tres repeticiones en las tres diferentes condiciones de induccién: IFN-y, LPS e

9m (escala de grises) y CD11c" IDO
IFN-y/LPS y en el grupo control. No se ve una diferencia significativa entre cada tratamiento de las dos
poblaciones, pero la diferencia si es significativa entre las dos poblaciones, comparando cada grupo
(e.g. IFN-y dim vs IFN-y high). B). En esta grafica se muestran los datos de la MIF de las poblaciones
CD11c" IDO™™ (parte inferior) y CD11c’ IDO™®"
diferentes condiciones de induccion: IFN-y, LPS e IFN-y/LPS y en el grupo control. No se ve una

(parte superior) de tres repeticiones en las tres

diferencia significativa entre cada tratamiento, pero la diferencia si es significativa entre las dos
poblaciones, comparando cada grupo (e.g. IFN-y dim vs IFN-y high). * P<0.001 One way ANOVA/Tukey.
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Evaluacion del inmunofenotipo de células dendriticas

Después de evaluar la expresion de IDO en los cultivos de CD e identificar las dos
subpoblaciones IDO", se evalué la expresidn de moléculas coestimuladoras (CD40, CD8O y
CD86), coinhibidoras (CD273, CD274 e IL-10), de maduracion (CCR7 y MHCII) y diferenciacién
(CD8a) en ambas poblaciones de células CD11c’ IDO" y en la poblacién CD11c" IDO,
comparando la expresion entre los grupos IFN-y, LPS e IFN-y/LPS (Figuras 9, 10y 11).

Cuando evaluamos la expresion de la molécula CD40 y las moléculas coestimuladoras CD80 y
CD86, encontramos que en condiciones basales de cultivo (solo en presencia de GM-CSF) CD40
tiene una expresion reducida en las poblaciones IDO™ e IDO®™ y mas fuertemente expresada
en la poblacién IDO™", sin embargo este patrén de expresion no se modifica al ser estimuladas
las CD ni con LPS, IFN-y o su combinacién. En cuanto a las moléculas coestimuladoras CD80 y
CD86 encontramos que el perfil de expresidén de la molécula CD80 su expresion es reducida en
las tres subpoblaciones de CD en este mismo sentido observamos que el patrén de expresion
no se modifica en ninguna de las poblaciones ni con alguno de los distintos estimulos de
activacidon. En contraste la expresiéon de CD86 bajo condiciones basales uUnicamente la
encontramos elevada en la poblacion IDO™", pero cuando se estimulo con LPS solo o
combinado la poblacién IDO®™ mostré un ligero incremento en su expresion (Figura 9).
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Figura 9. En este panel se observan los histogramas de la expresion de las moléculas coestimuladoras que fueron medidas en
este trabajo. Para cada molécula existen 4 cuadrantes que corresponden al grupo control, grupo IFN-y, grupo LPS y grupo IFN-
y/LPS. En cada cuadrante hay 4 histogramas que representan el control de isotipo (rojo), la expresion de cada molécula cuando
las células son CD11c+ IDO dim (azul), CD11c+ IDO high (verde), y CD11lc+ IDO neg (amarillo). En el eje X de cada histograma
encontramos la Intensidad de fluorescencia, que representa la intensidad con que cada molécula se expresa en cada poblacion
de células, y en el eje Y se encuentra el porcentaje de células que expresan dicha molécula.
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Al evaluar la expresién de las moléculas coestimuladoras negativas o coninhibidoras y la de
interleucina 10, pudimos observar nuevamente una diferencia entre la poblacién IDO"®" con el
resto de las CD, donde sélo ésta poblacion mostrd, bajo condiciones basales de cultivo, una
expresion moderada de CD273 misma que fue ausente en las otras dos poblaciones de CD, y
nuevamente el patrén de expresién no se modifica con las condiciones de estimulacién.
Cuando analizamos a la molécula CD274 encontramos que tiene una expresién moderada y
similar en las tres poblaciones de CD tanto en condiciones basales como de estimulacion con
LPS e IFN-y. Por otra parte al evaluar a la citocina antiinflamatoria IL-10 bajo condiciones
basales de cultivo se observé una expresion diferencial con un ligero incremento gradual en las

tres poblaciones de CD, es decir débilmente expresada en IDO"®, débil a moderadamente

dim high

expresada en IDO™" y moderadamente en IDO™", al igual que en las moléculas previamente
analizadas el patrén de expresién no se modifica en las condiciones de estimulacién (Figura

10).
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Figura 10. En este panel se observan los histogramas de la expresidn de las moléculas coinhibidoras: CD273, CD274 e IL-10. Para
cada molécula existen 4 cuadrantes que corresponden al grupo control, grupo IFN-y, grupo LPS y grupo IFN-y/LPS. En cada
cuadrante hay 4 histogramas que representan el control de isotipo (rojo), la expresion de cada molécula cuando las células son
CD11c+ IDO dim (azul), CD11c+ IDO high (verde), y CD11lc+ IDO neg (amarillo). En el eje X de cada histograma encontramos la
Intensidad de fluorescencia, que representa la intensidad con que cada molécula se expresa en cada poblacidn de células, y en
el eje Y se encuentra el porcentaje de células que expresan dicha molécula.

Posteriormente, al evaluar el patrén de expresion de los marcadores de maduracion en células
dendriticas: la quimiocina CCR7 y las moléculas clase Il del MHC, observamos que bajo

condiciones basales CCR7 es expresada moderadamente Unicamente en la subpoblacién de CD
IDO"E": de manera similar a lo observado con la molécula coestimuladora CD86, la expresion

de CCR7 sdlo se incrementa al ser estimuladas con LPS. En cuanto a las moléculas clase Il del

complejo principal de histocompatibilidad se observé que las dos poblaciones IDO* cuentan

high

con una alta expresion de ella, siendo ligeramente superior en la poblacion IDO™" con
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respecto de IDO%™. Igualmente, no encontramos una modificacion en los esquemas de

estimulacion (Figura 11).
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Figura 11. En este panel se observan los histogramas de la expresién de las moléculas de maduracion de CD: CCR7 y MHCII. Para
cada molécula existen 4 cuadrantes que corresponden al grupo control, grupo IFN-y, grupo LPS y grupo IFN-y/LPS. En cada
cuadrante hay 4 histogramas que representan el control de isotipo (rojo), la expresién de cada molécula cuando las células son
CD11c+ IDO dim (azul), CD11c+ IDO high (verde), y CD11c+ IDO neg (amarillo). En el eje X de cada histograma encontramos la
Intensidad de fluorescencia, que representa la intensidad con que cada molécula se expresa en cada poblacion de células, y en

el eje Y se encuentra el porcentaje de células que expresan dicha molécula.

Finalmente, al comparar el porcentaje de células positivas para cada una de las moléculas del
inmunofenotipo, evaluadas dentro de las tres poblaciones de CD (CD11c* IDO™¢, CD11c* IDO*™
y CD11c" IDO"™®"), observamos que a excepcién de MHCIl y CD80 el porcentaje de células
positivas para los marcadores del inmunofenotipo, dentro de cada subpoblacidn, siempre fue

mayor en la subpoblacién IDO™" (Figura 12).
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Figura 12. En esta figura se muestra una grafica de barras en la que se representa, en
porcentaje celular, la expresién de las moléculas del inmunofenotipo en las tres
poblaciones de CD analizadas en este trabajo. Estas graficas representan el promedio de

dos repeticiones experimentales.

En la tabla 1 se muestra de manera resumida el fenotipo de la poblacién de CD11c" en

términos de la expresién de IDO. Es importante seialar que el fenotipo de la poblacién IDO
es muy parecido al de la poblacién IDO™®, mientras que el de la poblacién IDO

completamente diferente al de las poblaciones IDO™® e IDO™.

dim

high
8" es

Tabla 1. Fenotipo de CD en las poblaciones IDO" e IDO

IDO"® IDO*™ IDO"E"

MHCII Int Int Hi
CCR7 Lo Lo Lo-Int
CD40 Lo Lo Int
CD80 Lo Lo Lo
CD86 Lo Lo-Int Int-Hi
CD273 Lo Lo Int
CD274 Int Int Int
IL-10 Lo Lo Hi

Lo- bajo (low)
Int- intermedio (intermediate)
Hi- alto (high)
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Posterior a estos experimentos, se realiz6 un grupo de experimentos para evaluar la
identificacion de CD tolerogénicas CD11c" CD8a, relacionandolas con la expresion de IDO. En
la figura 13, se observa la expresién de CD CD8a’ y CD8a en las poblaciones IDO* e IDO” en
porcentaje celular. Cuando las CD son IDO’, la poblacién CD8a es mayor que la poblacidn
CD8a’; la situacidn se invierte cuando las CD son IDO’, la poblacién CD8a es menor que la
poblacién CD8a’.

CD11C+IDO+ CD11C+IDO-

Figura 13. Relacion entre la expresién de IDO y CD8a.En esta grafica se representa el porcentaje de células
CD8a’ y CD8a en las poblaciones de células dendriticas IDO* e IDO". Se puede apreciar que en la poblacién IDO*
se incrementa el porcentaje de células tolerogénicas CD8a.. Cuando las CD son IDO la poblacién CD8a” es menor
que la poblacién CD8a". No se presentan diferencias significativas entre las poblaciones CD8a’ y CD8a’.
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DISCUSION

El desarrollo y éxito de los distintos protocolos de utilizacion de las células dendriticas
generadas o diferenciadas in vitro ya sea a partir de precursores de médula ésea o de sangre
periférica depende en gran medida de las condiciones de cultivo en las que han sido
diferenciadas, ya que de acuerdo al tipo, tiempo y concentracidén de citocinas utilizadas
durante este proceso el fenotipo de la poblacion de células dendriticas obtenidas puede variar
considerablemente y con esto el tipo de respuesta deseado para cada protocolo en particular,
por ejemplo, la misma poblacién de precursores cultivada en presencia de una alta
concentracion de GM-CSF o TGF-3 produce CD con un fenotipo positivo, es decir, de células
inductoras de inmunidad, mientras que aquellas que son cultivadas en bajas concentraciones
de la misma citocina o su ausencia desarrollan un fenotipo tolerogénico o incluso de otras
subpoblaciones de CD (Strobl et al, 1996; Lutz et al, 2000; Zia et al, 2003). En nuestro
laboratorio utilizamos a las CD como herramienta terapéutica antitumoral dirigido contra el
melanoma murino, por lo que la generacidn y seleccién adecuada de las CD utilizadas es crucial
para el desarrollo de dicha estrategia terapéutica, por lo que para el desarrollo de este
proyecto se mantuvieron las condiciones de cultivo y diferenciacién mencionadas en la seccién
de métodos.

Para llevar a cabo el seguimiento que hicimos a nuestros cultivos con el fin de evaluar el
comportamiento de las CD, se tomaron en cuenta la adherencia y formacion de colonias, asi
como algunas caracteristicas morfoldgicas (Patterson et al, 1991; Tan et al, 2010). Estas
caracteristicas fueron evidenciadas con la tincion de Giemsa, inmunocitoquimica, igualmente
con la expresién de algunos marcadores de diferenciacién, como las moléculas clase Il del
MHC vy las proteinas de adhesidn CD11c (Rocha et al, 2008; Sheng et al, 2005), tal cual se
observa en la figura 5, tanto en microscopia foténica como en electrdnica y citometria de flujo.
Los cultivos se comportan de manera similar a lo obtenido en protocolos previos (Inaba, 1992),
lo que nos sugiere que las condiciones de cultivo en términos de la concentracion de GM-CSF,
obtenido del sobrenadante de células CHO transfectadas con el gen del GM-CSF, son ideales
para llevar a cabo la diferenciacién de CD colocando el factor a una concentracién final de 20%
v/v con el medio de cultivo basal.

Después de verificar que el sobrenadante de las células CHO administrado al 20% v/v confiere
la concentracion de GM-CSF necesaria para inducir la diferenciacion de CD en cultivo, se
evalué la expresion de enzima IDO en las CD diferenciadas, y de manera similar a lo reportado
previamente en la literatura para CD diferenciadas a partir de monocitos (Hwang et al, 2005)
en éste trabajo también se encontré dentro de las CD derivadas de médula dsea una
subpoblacién IDO", constituida por aproximadamente el 30% del total de las CD obtenidas, lo
cual puede ser resultado de las propias condiciones de cultivo, ya que se ha demostrado que,
entre otras citocinas, el GM-CSF puede inducir su expresion y la generacién de CD
tolerogénicas (Ganesh et al, 2009). Notablemente, en este trabajo se demostré que dentro de
esta poblaciéon de CD IDO’, en términos de la intensidad de la expresién de dicha enzima, se
pudieron dividir en dos subpoblaciones, la primera IDO®™ correspondiente al 27% de las CD

igh

con una baja expresién de la enzima y la segunda IDO™", correspondiente al 5% con una

elevada expresion de ella.
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Se ha demostrado que las sefiales tanto de IFN-y como de LPS estan fuertemente involucradas
en el proceso de induccién de CD IDO", (Ebner et al, 2003; Muller et al, 2005) mismo que
corroboramos al suplementar el medio de cultivo con dichos inductores a las concentraciones
previamente citadas en otros trabajos. Nosotros encontramos que existe un incremento en el
porcentaje e intensidad de expresién de IDO en CD totales de aquellos cultivos estimulados
con IFN-y, mientras que con LPS hubo poco aumento. Por otra parte, la ausencia in vitro de la
molécula CD8a en CD ha sido ampliamente relacionada con tolerancia y encontramos
consistentemente que en la poblacién IDO negativa, menos del cuarenta por ciento de las CD
son CD11c’ CD8a  y que dicho porcentaje se incrementa a cerca del 75% en la subpoblacién CD
IDO".

Con estos datos podemos establecer que las CD que estamos utilizando para los protocolos de
inmunoterapia, son muy estables y que aun cuando la expresidn de la enzima IDO es
constitutiva en una fraccién importante de la poblacién, la mayoria de ellas son débilmente
positivas y que no se expanden fuertemente en presencia de sus inductores, lo que las hace
una poblacion estable y adecuada para el desarrollo de protocolos de inmunoterapia.

El objetivo principal de este trabajo fue relacionar la expresion de la enzima IDO en CD in vitro
con la expresién del fenotipo: CD40, CD80, CD86, CD273. CD274, IL-10, CCR7 y MHCII. Para ello
se compararon las poblaciones de CD IDO" (IDO“™ e IDO"®") con la poblacién IDO"™®. En
general, las moléculas coestimuladoras CD40 y CD80 se mantuvieron en niveles bajos de
expresion tanto en porcentaje celular como en media de intensidad de fluorescencia en las
poblaciones IDO™ e IDO™™, mientras que en la poblacién IDO™" |a expresién es intermedia
(Figura 9). CD40 es una molécula que regula positivamente la expresién de moléculas
coinhibidoras como CD80 y CD86, asi como de citocinas proinflamatorias. En el trabajo llevado
a cabo por Murugaiyan et al (2007), se observé que cuando la expresidon de CD40 en CD es
baja, la inmunogenicidad disminuye. Se sabe, también, que cuando una CD tiene una baja
expresion de CD80 es capaz de suprimir la inmunidad mediada por células T ya que, cuando su
expresion es baja, puede interactuar con el receptor inhibidor CTLA-4 (Tirapu et al, 2006). A
partir de estos datos se pueden considerar a estas poblaciones de células como incapaces de
transmitir sefiales de coestimulacién, ya que no pueden llevar a cabo la iniciacion de una
respuesta inmune efectiva. AUn mas, de acuerdo a la expresion de CD40, las moléculas
coestimuladoras no podrian aumentar su expresion ya que CD40 se mantiene bajo. Ademas,
debido a que la expresiéon de CD80 es baja, éstas poblaciones serian capaces de crear
tolerancia inmunoldgica por la via CD80:CTLA-4, sin embargo este tipo de tolerancia no podria
llevarse a cabo (mas adelante se explicara el motivo). Un resultado contrastante en la

high

poblacién IDO™", es la expresion de CD86. La expresién de ésta molécula es alta en esta

neg dim

e intermedia en la poblaciéon IDO™™. Posiblemente,

high

poblacién pero baja en la poblacién IDO

la expresion es alta en la poblacién IDO™" ya que CD86 es una molécula que se expresa a

través de la activacion del factor de transcripcion NF-kB (Zou et al, 2005), por lo tanto, cuando

"eMse podria también

neg

se induce la expresion de IDO mediante el factor NF-kB (poblacién IDO
estar induciendo la expresién de CD86. Debido a que en la poblacion IDO™® no hay presencia
de IDO, este fendmeno no podria ocurrir. La expresion de CD86 podria estar contribuyendo a
un ambiente inhibitorio en el caso de que tuviera como receptor a CTLA-4. Sin embargo, se
encontré que la expresion de CD86 es baja en comparacion con la expresion de CD274, este

patron de expresion es encontrado en CDt (Morelli et al, 2007).
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Las moléculas indicadoras de maduracion: CCR7 (migracién a ganglio) y MHCII (presentacién

del antigeno) tienen expresiones diferentes (Figura 11). Por un lado, CCR7 tiene un expresion

"eh aunque sin diferencia

high

baja en las tres poblaciones, pero mds alta en la poblacién IDO
significativa. Posiblemente incrementa su expresiéon en la poblacién IDO™", ya que es
necesario que las CD migren a las dreas de las células T en ganglios para inducir tolerancia en
células T. Posiblemente, los niveles de expresion de CCR7 se mantienen bajos, en general, ya
gue en trabajos como el de Ato et al (2002) se ha encontrado que la expresion de IL-10 inhibe
la expresion de CCR7. En el presente trabajo se encontraron niveles intermedios de expresion
de IL-10 en un alto porcentaje de células (Figuras 10 y 12). Por otro lado, la expresién de MHCI|

, intermedia en la poblacion IDO™ y alta en la poblacion IDO"e",

neg dim

es baja en la poblacion IDO
En las poblaciones IDO™® e IDO"™, concuerda con los resultados de las moléculas
coestimuladoras y de CCR7, ya que se mantiene un fenotipo inmaduro en todos los casos. Al
no expresar grandemente el MHCII, estas células no son capaces de interactuar con células T,
por lo tanto, no pueden producir ningln tipo de respuesta, tolerogénica o inmunogénica, ya
qgue presentan un fenotipo inmaduro, el cual podria activarse positivamente en caso de un
estimulo inlfamatorio como antigenos 6 citocinas inflamatorias (Reis e Sousa, 2004). Sin

high

embargo, el fenotipo semimaduro de la poblacién IDO™" es capaz de inducir una respuesta

tolerogénica al producir anergia y supresion de células T (Kim et al, 2006) debido a la propia

expresion de IDO. Ademds, ésta misma poblacién IDO™", es capaz de establecer una sefial
primaria con las células T, ya que mantiene altos niveles de expresién de MHCII y producir un

tolerancia mediante sefiales coinhibidoras.

Para confirmar el fenotipo de CD tolerogénicas inducidas por IDO, se midid la expresion de
CD273, CD274 e IL-10. Los niveles de CD273 se mantuvieron bajos en las poblaciones IDO" e

"eh Este incremento de CD273 en la poblacién IDO™®"

IDO"™ e intermedios en la poblacién IDO
(aunque poco) podria resultar en una sefializacién negativa que produzca tolerancia a través
de la formacién de células Treg ya que, como lo indican Wdlfle et al (2011), se necesita una
alta expresidén para observar este tipo de efectos inhibidores en CD. Por otro lado, los niveles
de expresion de CD274 se mantuvieron intermedios en un alto porcentaje de células en las tres

neg

poblaciones, aunque en la poblacion IDO™® su expresion fue menor, pero sin diferencia
significativa (Figuras 10 y 12). Se ha observado que la expresion de CD274 aumenta cuando las
CD son expuestas al GM-CSF (Bhattacharya et al, 2011), lo cual podria significar que la
exposicion al GM-CSF durante el proceso de diferenciacidn, induce la expresidon de CD274 y por
eso se expresa casi igual en las tres poblaciones. Estos dos resultados indican que la sefial
secundaria ¢ cosefial que podria estar mandando la poblacién IDO* a las células T es de
coinhibicién. En este caso, para que la cosefial sea efectiva es importante que exista una sefial
primaria dada por el MHCII, por lo tanto, las poblaciones IDO™ e IDO"™, aunque positivas para
CD74, no podrian ser tolerogénicas ya que no presenta altos niveles de MHCII, a diferencia de

high

lo que ocurre con la poblacion IDO™", aunado con la baja o nula expresiéon de IDO. La

secrecién de IL-10 es importante en la tolerancia periférica ya que suprime la produccién de

citocinas proinflamatorias y se induce un fenotipo Treg, en células T (Asadullah et al, 2003). En

high

este trabajo, se encontré que la expresién de IL-10 aumenta en la poblacion IDO™" en

comparacion con las otras dos poblaciones donde su expresién es baja. Esto significa que,

high

ademas de entregar sefiales secundarias coinhibidoras, las CD IDO™" son capaces de inducir

tolerancia por medio de citocinas antiproliferativas como IL-10.
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CONCLUSIONES

A partir de este trabajo se puede concluir que:

1. La expresiéon alta de IDO esta directamente relacionada con la expresidon de un
fenotipo tolerogénico en CD in vitro, aunque esta relacion no depende necesariamente
de la modulacidn de este fenotipo por IDO.

2. La expresion de IDO no se modifica aun cuando se adicionan inductores de esta
enzima al medio de cultivo.

3. En este trabajo se encontraron y compararon tres poblaciones de células dendriticas:
IDO™E, IDO“™ e IDO™®". Se observé que la poblacion IDO™® (negativa a IDO) presenta
un fenotipo inmaduro, incapaz de inducir alguna respuesta inmunolégica (ya sea
positiva 0 negativa) de acuerdo a este fenotipo y que la poblacion IDO*™ (baja
expresion de IDO) tiene un fenotipo similar al de la poblacion IDO", Por otra parte, la
poblacion IDO™" (alta expresion de IDO) presenta un fenotipo semimaduro y
tolerogénico capaz de inducir tolerancia por tres vias: cosefales inhibidoras, citocinas
antiproliferativas y activacién de IDO.

4. Ademas de éstas poblaciones, se encontrd la poblacidn de CD tolerogénicas CD8a, la
cual también tiene una correspondencia cuando IDO se expresa en las CD.

PERSPECTIVA

Estudios mas profundos deberdn hacerse para elucidar el motivo por el cual existe una relacién
entre la expresién de IDO a altas concentraciones y un fenotipo tolerogénico en CD in vitro.
Sin embargo, las poblaciones de CD IDO™" y CD8a’, encontradas en este trabajo, podrian ser
utilizadas en vacunas en contra de enfermedades como cédncer o autoinmunes, en las que la

tolerancia periférica es un factor crucial en el desarrollo de la enfermedad.
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