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1. GLOSARIO
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Células Linfoides Innatas
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LTi
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NCR
NES
NFIL3
NK
NKP
NLS
PAMPs
PBMCs
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TOX
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RUNX-1
XAP2
XREs

Células inductoras de tejido linfoide.

Tejido linfoide asociado a Mucosas

Receptor de citotoxicidad natural
Sefales de exporte nuclear

Factor nuclear regulado por IL-3

Célula Natural Killer

Precursor de células NK

Sefales de localizacién nuclear

Patrones moleculares asociados a patégenos
Células mononucleares de sangre periférica
Promyelocytic leukemia zinc finger ortholog
Sangre periférica

2,3,7,8- tetraclorodibenzo-p-dioxina

Factor de transcripcidon T-box especifico de células T
Linfocito T cooperador

Linfocito T regulador

Factor de seleccion de timocitos asociada a grupo de alta
movilidad

Receptor huérfano relacionado con RAR

Factor de transcripcion relacionado con Runt-1
Proteina X asociada al virus de hepatitis B2
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3. RESUMEN

Las células linfoides innatas (ILCs) son un grupo de células de origen
hematopoyético recientemente descrito que participan en la iniciacion,
regulacion y resolucién de la inflamacion en diversos érganos y tejidos
como intestino, pulmones, piel e higado, formando un puente entre el
sistema inmune innato y adaptativo por su capacidad de producir
citocinas que modulan la respuesta de ambos sistemas. Las ILCs se han
clasificado en tres grupos: ILC1, ILC2 e ILC3 de acuerdo a la expresion
de factores de transcripcion (FT), diversos marcadores de superficie y
perfil de citocinas que producen. En la actualidad, existen pocos estudios
sobre la regulacién transcripcional en ILCs y el impacto que tiene dicha
regulacion sobre la diferenciacion de cada subpoblacién de ILCs y la
produccion de citocinas. Tal es el caso del receptor del Aril hidrocarburos
(AhR) y el FT relacionado a Runt-1 (RUNX-1) los cuales se han descrito
que regulan el desarrollo y activacion de las ILCs en ratdén. Nuestro
grupo de trabajo ha reportado que en sangre periférica (SP) existen al
menos dos poblaciones de ILCs: ILCs “Clasicas” (Lin- CD127%) e ILC-like
(Lin" CD123* CD127%37), En este trabajo se evalud la expresién del AhR
en ambas poblaciones de SP humana y el efecto que tiene el AhR al ser
activado con un ligando enddégeno del AhR (6-formilindol[3,2-b]carbazol
(FICZ)) y un céctel de activacion de ILC3 (IL-1B, IL-2, IL-3, IL-7 e IL-
23) sobre la expresion de RORyt, T-bet, RUNX-1, IL-17 e IL-22.

Se determindé que las ILCs Lin” CD123" y Lin® CD127* de SP y piel
expresan el AhR; la activacién con citocinas o FICZ no indujeron la
produccion de IL-17 ni IL-22. Sin embargo, encontramos que el cdctel
de activacion de ILC3 mas FICZ inducen una mayor expresion de RORyt
y RUNX-1, mientras que la expresion de T-bet, se mantuvo constante.
Los resultados sugieren que T-bet puede estar modulando una

regulacion negativa de la expresion de IL-17 e IL-22 en ILCs de SP.



4. MARCO TEORICO.

4.1 Generalidades de las ILCs.

La familia de ILCs se compone de diversas subpoblaciones, todas
derivadas de un progenitor linfoide comun (CLP), las cuales incluyen a
las células Natural Killer (NK), células inductoras de tejido linfoide (LTi)

y adicionalmente tres poblaciones denominadas: ILC1, ILC2 e ILC3. 12

Debido a su gran heterogeneidad se han definido diversos criterios que
permiten su identificacion, entre los cuales se encuentran: 1) Son
células linaje negativas (CD3", CD14, CD19", CD94, CD11c, CD34")>;
2) expresan los factores de transcripcién (FT): Inhibidor de la proteina
de unidén al DNA 2 (Id2), Promyelocytic leukemia zinc finger ortholog,
por sus siglas en inglés (PLZF) y el factor nuclear regulado por IL-3
(NFIL3),% 3) poseen morfologia linfoide clasica,” 4) expresan la cadena
alfa del receptor de IL-7 (CD127) y CD132 (cadena y comun).?

Se ha descrito que las ILCs son importantes en el inicio de la respuesta
inmune contra infecciones® y son capaces de modular la respuesta
inmune mediante la produccién de citocinas. Se ha propuesto que estas
células pueden participar en una serie de trastornos inflamatorios en:
pulmones, intestino y piel, por lo cual estas células son potenciales

blancos terapéuticos.®



4.2 Origen de las ILCs.

La gran diversidad de células del sistema inmune tienen como origen
comun a la célula troncal hematopoyética pluripotencial, de la cual se
derivan los progenitores comunes mieloides (CMP) y linfoides (CLP). Los
progenitores pluripotenciales expresan una cinasa de tirosina receptora
de superficie celular conocida como FLT3 o CD135, que se une a su
ligando en membrana sobre células estromales. La sefalizacién por
medio de FLT3 es necesaria para la diferenciacién de los progenitores
pluripotenciales a CLP. Posteriormente la diferenciacién de las células
linfoides se acompana de la expresion de la cadena alfa del receptor
para IL-7 (CD127), que es inducido por emision de sefales de FLT3
junto con la actividad del factor de transcripcion PU.1. La IL-7 secretada
por células del estroma, es esencial para el crecimiento y supervivencia

de las células linfoides.”

El mecanismo que regula la diferenciacion de las ILCs en humano aun
no se conoce detalladamente; en modelos muridos, se propone que su
desarrollo es a partir del CLP en higado fetal y médula dsea® de manera
Id2 dependiente® (Figura 1.). Se sabe que el FT represor 1d2, tiene la
capacidad de antagonizar la actividad de la proteina-E requeridas para el
desarrollo de linfocitos T y B° tales como: E2A, E2-2 y HEB. En el caso
de EBF-1 es bloqueado por GATA-3, otro FT descrito para la maduracién

de ILCs'?, el cual se requiere durante el desarrollo del linaje temprano.!

Otros factores de transcripcion relevantes en el desarrollo de ILCs son:
el factor 1 de células T (TCF-1), el factor de seleccién de timocitos
asociada a grupo de alta movilidad (TOX) vy el factor nuclear regulado
por IL-3 (NFIL3).1%12



Se desconoce la jerarquia transcripcional de TOX y NFIL3, pero se sabe
gue su expresion es simultanea. Se asocia la expresiéon de TOX con una

regulacion a la alta de Id2, necesaria para la represién de TCF-1.!

La expresion de TCF-1 se asocia con el desarrollo de linfocitos T3, TOX
se relaciona con el desarrollo de células LTi y NK** y NFIL3 se asocia a la
regulacidon del perfil de citocinas de Th2 y Th17.!> Se ha determinado la
capacidad de NFIL3 de regular la expresion de Id2 y TOX en precursores
de ILCs.'? En ratones deficientes de NFIL3, no se detecta la presencia
del precursor de ILCs Id2* PLZF*,'® denotando la importancia de su

expresion en el desarrollo de ILCs.

Al desarrollarse el CLP, puede dividirse en dos precursores: 1) precursor
de células Natural Killer (NKP) caracterizado por la expresién del FT
eomesodermina (EOMES) y 2) el precursor de células linfoides innatas
de tipo cooperador (CHILP) el cual expresa PLZF y va disminuyendo
conforme avanza el proceso de maduracion.!®!? PLZF es un factor
transcripcional involucrado en ciclo celular, desarrollo y diferenciacidon de
células T CD4".%*®!” Dicho FT divide los grupos de ILCs en: PLZF
dependientes (ILC1, 2 y 3) y los PLZF independientes (LTi)!°, como se

muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Desarrollo de las ILCs a partir de CLP. El precursor de
células linfoides innatas de tipo cooperador (CHILP), requiere de la
expresion de NFIL3, GATA-3 e Id2. Para el desarrollo de las ILCs, es
necesaria la expresion de PLZF. Modificado de Eberl Gérard, Colonna
Marco, Di Santo James P, et al. (2015)°
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4.3 Criterios de identificacion y clasificacion de ILCs.

El estudio de las ILCs inicid con dos grupos prototipo de la familia de
ILCs, células NK y células LTi. Las NK se describieron por primera vez en
19752 en ratén y humano y se caracterizan por la capacidad de producir
IFN-y y TNF-a.> Las células NK se clasificaron a partir de la expresién de
CD161, CD94, los receptores de citotoxicidad natural (NCR) NKp44 en
humano, NKp46 tanto en humano como en ratéon y la expresion del
factor de transcripcion T-box especifico de células T (T-bet) y el FT
EOMES.” Posteriormente, se identificé una poblacidn celular la cual no
expresaba los marcadores clasicos de células NK, clasificada como
CD161" T-bet* EOMES™ productora de IFN-y (posteriormente nombrada
ILC1).” Este hallazgo marcd la pauta para continuar investigando nuevas
poblaciones de ILCs. Las células LTi se identificaron en 1997 como
esenciales para la formacién de ganglios linfaticos durante |la
embriogénesis y también estdn presentes en intestino de neonatos,
cooperando en la formacién de estructuras linfoides?, ademds de tener
la capacidad de producir IL-17 e IL-22.'® Las células NK y LTi se
relacionan por el requerimiento de la cadena gamma comun (yc) del
receptor de IL-2 (CD132), CD161 y la expresion de Id2 para su
desarrollo.?'° A partir de estas células prototipo de la familia de ILCs, se
han descrito nuevas poblaciones con los mismos requerimientos de
CD132 y como criterios nuevos, se incluyd la expresion de CD90
(observado en la mayoria de ILCs de ratdn).’> Cada una de estas nuevas
poblaciones de ILCs tienen distintos patrones de produccién de
citocinas, siendo similares a los perfiles de citocinas secretadas por los
linfocitos T cooperadores (Th).?°?! Posteriormente, se fueron
describiendo células que comparten caracteristicas de células NK y LTi;
células de origen linfoide, que se caracterizan por la expresién de CD127
y factores de transcripcidon relacionados con el perfil Thl, Th2 y

Th17/22. '8
12



4.3.1 Subpoblaciones de ILCs.

Se ha propuesto una nomenclatura, segun la funcionalidad de cada
grupo de ILCs, con la finalidad de comprender y definir los principios
generales que dirigen el desarrollo de cada grupo de ILCs a partir de
precursores hematopoyéticos.?? Se ha propuesto que las ILCs se pueden
subdividir en dos grandes grupos: ILCs citotoxicas (caracterizadas por
las células NK) e ILCs de tipo cooperador (ILC1, ILC2 e ILC3), las cuales
pueden distinguirse basandose en la expresion de marcadores de
superficie y FT'! (Figura 2). Esta clasificacién ain se encuentra en
discusion dado que no se ha descartado que las ILCs cooperadoras

pueden llegar a tener funciones citotoxicas.

Subpoblaciones de ILCs:

Las ILCs del grupo 1 conformado por células NK e ILC1, las cuales se
encuentran en tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), amigdalas e
intestino, también se ha reportado su presencia en higado, piel,
endometrio y Utero.® Las células NK se identifican mediante la expresién
de: CD103, CD56, CD94 y NKp44® y la co-expresién de los FT T-
bet/EOMES,? mientras que las ILC1 expresan T-bet?, CD161%3, CD127% y
ademas son CRTH2  y c-Kit.**

Las ILCs del grupo 2 se encuentran en: SP, pulmones, intestino fetal,
piel, amigdalas y tejido adiposo. Ademas de la expresion de CD161,
también expresan: CD127, IL-2Ra, IL-33R, CRTH2® y co-expresan los FT
RORa y Gata-3.?

Las ILCs del grupo 3 conformado por las células LTi, ILC3 NCR™ e ILC3
NCR*, expresan CD127, c-Kit (CD117) y dependiendo de la expresion
del receptor de citotoxicidad nuclear, se clasifican en NCR* o NCR™ (en

humano se expresa NKp44 y en ratén, NKp46!%). Las células LTi se

13



caracterizan por la expresion del receptor de la quimiociona CCR6 y
CD4, siendo la poblacion dominante de ILCs durante la embriogénesis y
las primeras semanas de vida!!, con la finalidad de generar dérganos

linfoides, el desarrollo de nédulos linfaticos y placas de Peyer.?®

Las ILC3 se han aislado de amigdalas, intestino, bazo, endometrio, piel
y pulmones.® Las tres poblaciones de ILC3 son capaces de co-expresar
RORVyt y el receptor de Aril hidrocarburos (AhR). En el caso especifico de

ILC3 NCR* se ha observado también la co-expresién de T-bet.?

Grupo 1 ILCs

Grupo 2 ILCs

ID2* ILC

p{gchvi&sor IL-23

IL-1B

(IL-4)
IL-5
IL-13

Grupo 3 ILCs

IL-17
IL-22
IFNy

Figura 2. Clasificacion de las tres subpoblaciones de ILCs. Para su
estudio, se clasificaron en tres subpoblaciones con base en su perfil de
citocinas y expresion de factores transcripcionales en ILC1, 2 y 3.

Modificado de Spits Hergen, Artis David, Colonna Marco, et al. (2013)?
14



4.4 Activacion de ILCs.

En ausencia de receptores antigenos especificos, las ILCs se activan
principalmente a través de las citocinas presentes en el microambiente

en el que se encuentren.?® (Figura 2.)

Grupo 1: Su activacion depende de las citocinas IL-12, IL-15 y IL-18
producidas por células del linaje mieloide (células dendriticas, neutrofilos
y monocitos),?* asi como por células no hematopoyéticas.'® También son
capaces de responder en tejidos después de una infeccion o lesidn
debido al reconocimiento de patrones moleculares asociados a dafo
(DAMPs) y patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) tales

como lipopolisacarido, peptidoglicanos y flagelina.®?’

Grupo 2: Requieren de citocinas derivadas del epitelio como IL-25, IL-
33, linfopoyetina estromal timica (TSLP) y metabolitos de acido
araquiddnico, los cuales se generan durante una respuesta a infecciones

parasitarias, alérgenos o lesiones epiteliales.!°

Grupo 3: Responden principalmente a IL-1B e IL-23, producidas por

macréfagos y células dendriticas respectivamente,??

en respuesta a
infecciones bacterianas y fungicas. Dentro de las subpoblaciones, en
ratdn, el receptor NKp46 no es capaz de activar a las ILC3 NCR™ en
respuesta contra infecciones bacterianas.'® En humano, el receptor
NKp44 tiene la capacidad de activar a las ILC3 NCR"™ dando como
resultado la produccién de TNF, mientras que el estimulo de IL-1B e IL-

23 promueve la producciéon de IL-22 en ILC RORyt* de amigdalas.?®

Otra propuesta sobre la activacion de ILCs incluye la activacién de
receptores tipo Toll (TLRs). Se ha determinado la capacidad de activar
ILCs in vitro con diversos ligandos de TLR en modelos muridos. Es el
caso de ILC2 e ILC3 con ligandos del TLR2 en conjunto a IL-2 o IL-23,

dan como resultado la produccion de IL-5/IL-13 e IL-17/IL-22
15



respectivamente.10282%2% | o5 ligandos del TLR3 han demostrado ser
capaces de activar a las ILC1, dando como resultado la produccidon de
IFN-y.3% En células LTi se ha determinado la expresién de: TLR1, 2, 5, 6,
7 y 9 lo que sugiere que estas células pueden responder directamente

contra microorganismos.°

4.4.1 Citocinas y factores transcripcionales.

Dentro del grupo 1 de ILCs, las células NK co-expresan los FT T-bet y
Eomes, siendo dependientes de Eomes para su desarrollo; mientras que
las ILC1 dependen de la expresidon de T-bet y GATA-3.!! Ambos
subconjuntos dependen la IL-12 e IL-18 para su desarrollo y activacion,
dando como respuesta la produccion de IFN-y. Sin embargo, las ILC1
presentes en higado e intestino de raton también son capaces de
expresar IL-2, GM-CSF, TNF-a y CCL3.%%31

Existen pocos estudios sobre el efecto transcripcional de la IL-12 en las
ILC1, sin embargo se han propuesto mecanismos utilizando linfocitos
Thl como modelo. La IL-12, secretada por células presentadoras de
antigeno profesionales, sefializa a través de STAT-4 y su importancia en
la diferenciacion a Thl se ha demostrado en ratones deficientes de
STAT-4, los cuales presentan una deficiente respuesta Thl con
disminucidon de la produccion de IFN-y. STAT-4 activa la expresion de
genes especificos de Th1l, incluyendo Ifng, Il12rb2 y Tbx21 que codifica
a T-bet, el cual induce la produccién de IFN-y, asi la pérdida de la
expresion de T-bet se correlaciona con la disminucion de la expresién de
IFN-y.°

Para el desarrollo del grupo 2 de ILCs, es necesaria alta expresidon de
RORa, GATA-3 y la presencia de IL-25, IL-33 y linfopoyetina estromal
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timica (TSLP).!! Las ILC2, tienen la capacidad de producir: IL-4 (en
humano, las ILC2 de ratdn no son capaces de producirla?), IL-5, IL-9 e
IL-13 (descritas en ratdn?),?? las cuales estdn asociadas a reacciones
alérgicas y respuesta inmune contra parasitos.?® Ademas, con la
produccién de IL-5 e IL-13 pueden promover el reclutamiento de
eosindfilos a tejido adiposo.3? Se ha observado un efecto sinérgico entre
IL-33, IL-7 y Notch para inducir el desarrollo de ILC2.%°

Las IL-25, IL-33 y TSLP son liberados durante dafho tisular provocado
por patdgenos y promueven la respuesta tipo 2. TSLP sefaliza a través
de STAT-5, la cual induce la produccién de IL-13 e IL-5 en mayor

proporcidén y en menor proporcion IL-4, IL-9 y GM-CSF.?®

Se han identificado poblaciones ILC2 en SP humana, intestino y pulmon,
asi como en podlipos nasales inflamados de pacientes con rinosinusitis
alérgica. El papel que desarrollan las ILC2 en la inflamacion de piel y

que factores regulan su funcién y homeostasis, no se han evaluado.3?

Respecto a las ILCs del grupo 3, se sabe que su desarrollo depende de
RORyt?® y son capaces de producir IL-17 e IL-22? en respuesta al
estimulo del receptor de IL-23 (IL-23R) en humano; sin embargo, la
activacion por NKp44 en ILC3 NCR™ desencadena la produccidon de
TNF.26’28

La activacion del IL-23R induce la sefalizacidon de la via JAK-STAT, para
activar STAT-3, el cual es esencial para la modulacién de RORyt!® y la
produccién de IL-17 e IL-22.%°

La produccién de IL-22 restringe a las bacterias comensales y evita la
diseminacion sistémica e inflamacion de tejidos. Ademas de propiciar el

mantenimiento de la barrera epitelial, la IL-22 puede inducir factores
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antimicrobianos como ReglIIIf y ReglIly que restringen el contacto

celular de bacterias comensales-epiteliales.?®

En humano, los tres subconjuntos de ILC3 presentes en amigdala,
lamina propia y placas de Peyer, son capaces de reconocer proteinas de
origen fungico por la presencia de TLR2 y producir IL-17 mediado por
RORyt, asociando a estas células con un papel anti-fingico.?® En
humanos, se cree que la IL-17 se exacerba en enfermedades
autoinmunes y se ha implicado en reclutamiento de neutroéfilos, dando

lugar a un aumento en la inflamacién.?®

La IL-1B es una citocina pro-inflamatoria producida principalmente por
macréfagos induciendo la supervivencia de las células T y promoviendo
su diferenciacién hacia un perfil Th17.2® También puede activar a células
del sistema inmune innato como las células dendriticas y neutrofilos,
ademas de células no inmunes tales como células epiteliales vy
endoteliales.?® En ratdn y humano, las ILC3 expresan el receptor para
IL-1B, que al ser activado, induce supervivencia y proliferacion de ILC3.
Ademas IL-1B puede sinergizar con IL-23 para mejorar la produccion de

IL-17 e IL-22 ya que IL-1B incrementa la expresién de IL-23R.%®
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4.5 Generalidades del AhR.

El estudio de la interaccién entre los FT descritos para cada subgrupo de
ILCs es reciente; el caso del receptor Aril hidrocarburos (AhR) que
inicialmente se utilizd como un criterio de clasificacion poblacional;
actualmente se busca determinar su funcién en el sistema inmune. El
estudio de este receptor se inicidé en el area de toxicologia, por lo que se
definiod originalmente como un receptor de 2,3,7,8- tetraclorodibenzo-p-
dioxina (TCDD), miembro prototipo de las dioxinas y el mas estudiado.
Posteriormente se identificaron mas moléculas que también se unen al
AhR, incluyendo los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs).>* En
ratones adultos, se ha observado alta expresion del AhR en pulmones,
niveles moderados en higado, timo, placenta, cerebro, corazén y bazo, y

bajos niveles en musculo esquelético.>®

El AhR es un FT citosdlico ligando dependiente, que en su forma inactiva
se encuentra asociado a dos proteinas chaperonas HSP90 (Proteina de
choque térmico 90), una molécula chaperona p23 y la proteina XAP2
(proteina X asociada al virus de hepatitis B2). El AhR transloca del
citoplasma al nucleo de una forma ligando-dependiente, ya que el AhR
requiere de la unién con su ligando para poder llegar al nucleo mediado
por sefiales de localizacidon nuclear (NLS). Una vez dentro del nlcleo, se
genera una heterodimerizacidn con una segunda proteina denominada
translocador nuclear del AhR (ARNT) o factor inducible por hipoxia 1
(HIF-1B),%® disociando el complejo HSP90-XAP2-p23. La formacién de
este heterodimero AhR-ARNT se une a elementos reguladores
denominados XREs (elementos de respuesta a xenobidtico) situados en
regiones promotoras de genes diana codificantes para enzimas
implicadas en destoxificacion, como los miembros de la super familia de
citocromos P450 Cyp1A1, Cyp1A2, Cyp1B1.37: 38 39,40
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La regulaciéon de la expresion del AhR esta mediada por dos vias:
(Figura 3). 1) La via del proteasoma, en la cual se da una rapida
degradacién del AhR tras su activacién. Después de ejercer su accion
transcripcional, el AhR es translocado del nucleo al citoplasma mediante
sefales de exporte nuclear (NES) que son reconocidas por la proteina
cromosOmica de mantenimiento region 1 (CRM1), un receptor nuclear
gue se encarga de exportar el AhR al citoplasma para su degradacién
tras su ubiquitinacién.*! 2) la retroalimentacién negativa por el represor
del AhR (AhRR) el cual tiene la capacidad de unirse al ARNT y asi

reprimir la actividad transcripcional de AhR.*% 43
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Figura 3. Mecanismo de activacion transcripcional y regulaciéon
de la expresion del AhR. Posterior a la activacion del receptor de Aril
hidrocarburos (AhR), se forma el heterodimero AhR-ARNT, el cual se
une a XRE situado en regiones promotoras de genes diana como el
represor del AhR (Ahrr). En este punto la expresion del AhR se puede
mediar por la competencia de AhR y AhRR por ARNT o por la
degradacién del AhR por la via del proteasoma. Receptor de Aril
hidrocarburo (AhR), represor del AhR (AhRR), translocador nuclear del

AhR (ARNT). Modificado de Mimura, J. & Fujii-Kuriyama, Y. (2003)*
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El efecto que tiene la ausencia del AhR dentro del sistema inmune se ha
evaluado en modelos muridos knockout AhR”", en donde se observaron
defectos hematopoyéticos como la disminucién de linfocitos en bazo y
nodulos linfaticos,** hematopoyesis extramedular en higado vy
esplenomegalia. En este sentido, los ratones AhR”" son mds susceptibles

a infecciones.*?

Diversos estudios apoyan la idea de que el AhR juega un papel en la
inmunidad por su potencial de regular la expresion de diversos genes
involucrados en proliferacién, ciclo celular, apoptosis y FT que
repercuten en la actividad celular.*® En el contexto de respuesta inmune
adaptativa, los ligandos enddgenos del AhR (Por ejemplo la quinurenina,
6-formilindol[3,2-b]carbazol  (FICZ), bilirrubina, 7-cetocolesterol,

cantaxantina)® inducen la diferenciacion de los linfocitos T a Th17/Th22.

En especifico, el AhR presenta una alta afinidad de unién al ligando
FICZ, el cual se ha relacionado con un efecto anti-inflamatorio en
intestino. La activacion del AhR por este ligando, regula la expresiéon de

IL-22 e inhibe la inflamacidn del tracto gastrointestinal.*®

Adicionalmente, en respuesta a ligandos exogenos (Por ejemplo el
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diosina (TCDD), bifenilo7,12-dimetilbenzo
[a] antraceno (DMBA), metilcolantreno, Benzo[a]pireno, Glucosinolatos,
Flavonoides, Indolcarbinol)*® el AhR funge como un sensor de
hidrocarburos policicliclos aromaticos (HAPs), estimulando la produccion
de citocromo P450 para la metabolizacién de dichos ligandos lo que se

ha relacionado con la disminucién de procesos tumorales.?*
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4.5.1 Funcion del AhR en ILCs.

Pese a las similitudes entre las células Th17 e ILC3 en la produccién de
citocinas y FT expresados, las ILC3 no son simplemente un equivalente
de la poblacion de células Th17 que carecen de TCR. Existen claras
diferencias entre estos dos tipos de células en términos de regulacién
transcripcional. La IL-6 puede inducir en Thl7 in vitro e in vivo, la
regulaciéon de la expresion del AhR en células T, a través de una via
dependiente del FT transductor de senal y activador de la transcripcion 3
(STAT-3).%

Estudios en el genoma de células Th17 de ratdn, detectaron la unién de
STAT-3 al promotor del gen Ahr, lo que sugiere que STAT-3 controla
directamente la transcripcién del AhR.*® Sin embargo, la ablacién
genética de STAT-3 en células RORyt™ no tiene efecto sobre la expresion
del AhR ni sobre el desarrollo de las ILC3.*” Por el contrario, Id2 regula
la expresion del AhR en ILC3 de ratdon. Estudios en ratones knockout
para el FT Id2 determinaron una disminucién en la expresion del AhR en
ILC3. Se ha demostrado que la proteina E2A, interactia con el AhR vy
suprime la union del AhR al locus I/22, interfiriendo con el complejo
RORyt-AhR. Estos datos son consistentes con los niveles reducidos de
IL-22 producidos por ILC3 deficientes en Id2 en los que se incrementa la

actividad transcripcional de la proteina E2A.*’

En ratones knockout para el FT AhR las ILC3 no se encuentran en
érganos como bazo y pulmones®“°; sin embargo, las placas de Peyer se
formaron normalmente en ausencia del AhR, concluyendo que las LTi

son independientes del AhR.>°

A pesar de que el AhR no es necesario para la induccién de la expresion
de RORyt, puede ser un factor estabilizador de RORyt en ILC3.%°
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Se ha reportado la influencia del AhR en la homeostasis de RORyt en las
poblaciones de ILCs. *° Los genes involucrados en el mantenimiento de
ILC RORyt* que AhR controla son:

- Kit (CD117): Kit se encuentra directamente bajo el control
transcripcional del AhR. La activacion del AhR en presencia de ligandos,
en ILC RORyt™ purificadas, condujo al incremento de la expresiéon de Kit
in vitro.*® Se ha determinado que XRE se encuentra en el promotor de

Kit tanto en humano como en ratdn.>!

- Bcl2 y Bcl2/1: ILCs RORyt" de ratones adultos mostraron ser mas
propensas a la apoptosis en ausencia del AhR. La expresion de los genes
anti-apoptoticos Bcl2 y Bcl2/1 se redujo en ILC RORyt™ AhR”". No estd
claro si el AhR regula directamente la expresiéon de Bcl2 y Bcl2l/1 o si
esto es mas bien un efecto indirecto causado por la privacién de la

sefalizacién de Kit o Notch.*°
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4.6 Interaccion de factores transcripcionales (plasticidad
de ILCs).

Las ILCs tienen una gran capacidad plastica, es decir, pueden cambiar
su fenotipo y funcion dependiendo del microambiente en el que se

encuentren.®

Estudios previos han demostrado que la exposicién prolongada de
citocinas de tipo 1 en ILC3 c-Kit* NKp44™ inducen cambios fenotipicos
hacia ILC1, esto acompafado por la regulacidn negativa de RORC, la

cual es inversamente proporcional a T-bet y a la produccién de IFN-y.>?

Se ha demostrado in vivo e in vitro, que la poblacion ILC1, puede
diferenciarse a ILC3, dependiendo de las citocinas expuestas en su
microambiente, en un proceso dependiente de RORyt. Adicionalmente, el
acido retinoico acelera la transicién de ILC1 a ILC3 productoras de IL-
22; siendo la fuente fisioldgica de acido retinoico, las células dendriticas
CD103*.°2 Sin embargo, T-bet tiene la capacidad de auto-activarse por
la unién a su propio promotor®, obteniendo un perfil de citocinas
ILC1/ILC3. Algunos de los blancos susceptibles de ser regulados por AAR
son los factores de transcripcion RORyt y T-bet, lo cual podria explicar la
plasticidad descrita previamente entre subpoblaciones de ILC3 a ILC1,>
en dénde se ha observado un patron mixto de co-expresion de factores
transcripcionales (RORyt / T-bet) ademas de una produccién mixta de
citocinas: IL-17, IL-22 e IFN-y. Algunos reportes han descrito que las
ILCs son capaces de producir IFN-y ya sea solo o en conjunto con IL-
17.3 Las ILC3 NCR" co-expresan T-bet?> junto con RORyt, otorgando un
perfil mixto de citocinas (ILC1/ILC3). Se ha demostrado que las células
“ex-RORyt ILC3” provienen de ILC3 NCR* que disminuyen la expresion
de RORyt e incrementan T-bet e IFN-y.2°
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En humano, las ILC2 e ILC3 expuestos a la IL-12, pierden la expresién
de los FT GATA3 y RORyt respectivamente, y adquieren caracteristicas
de ILC1, incluyendo la expresiéon de T-bet y produccion de IFN-y.
Actualmente, estas células se denominan exILC2 vy exILC3,
respectivamente. La diferenciacién es reversible al adicionar IL-4 a
exILC2 e IL-23, IL-1B a las células exILC3.°

Existen otros FT involucrados en la diferenciacién y regulacidon funcional
de ILCs. Es el caso del complejo RUNX (Conformado por RUNX-1, 2 y 3)
los cuales son reguladores transcripcionales heterodiméricos
conservados que han demostrado ser esenciales para la diferenciacion
de varias células de linaje hematopoyético, incluyendo células troncales
hematopoyéticas, linfocitos B, células NKT y células T citotdxicas.>”
RUNX-1 puede formar complejos con RORyt o con T-bet, si lo hace con
RORyt se favorece la produccién de IL-17, pero si lo hace con T-bet se
bloquea la formacién de complejos con RORyt y por ende, no hay
producciéon de IL-17.'°® RUNX-2 tiene la capacidad de regular RORyt
induciendo la expresion de IL-17, sin embargo RUNX-1 sigue siendo
prioritaria para el desarrollo de Th17.>> RUNX-3 actla cooperativamente
con T-bet para promover la expresion del gen que codifica el IFN-y y
silenciar Il4 en células Th17.>®> Las ILCs responden a las sefiales de
estrés derivadas de las células del estroma, mucosa y células mieloides,
produciendo citocinas que modulan la respuesta inmune posterior. Por lo
tanto, fungen como traductores de sefiales de dafno y su plasticidad
proporciona una respuesta mas rapida para orquestar una respuesta
inmunoldgica.® Como tal, las ILCs son blancos terapéuticos atractivos
para una serie de trastornos inflamatorios en los que estan implicadas,
incluyendo enfermedades que afectan los pulmones (asma), intestino
(enfermedad inflamatoria del intestino) y piel (dermatitis atdpica,

enfermedad injerto contra huésped y psoriasis).®
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4.7 ILCs en piel (generalidades y funcion).

La estructura de la piel refleja la complejidad de sus funciones como una
barrera de proteccion, mantenimiento de la temperatura corporal,
sensor del medio ambiente y un papel activo del sistema inmunoldgico.
Las células que participan en la respuesta inmune en piel son:
gueratinocitos, células dendriticas (Langerhans), linfocitos T,
melanocitos, macrdéfagos y mastocitos principalmente.?’*® El papel de
las ILCs en piel, se asocia con la promocién de la homeostasis.*® En
individuos sanos y pacientes con psoriasis, se ha demostrado la
expresion del antigeno leucocitario cutaneo (CLA, por sus siglas en
inglés) en ILCs de SP; CLA al ser un marcador de migraciéon a piel,
sugiere que las ILCs tienen la capacidad de redistribuirse de SP a piel.>’
El CLA se ha estudiado principalmente en linfocitos T, en los que se ha
observado el doble de la proporcion en piel con respecto a SP y el 98%
de los linfocitos T CLA™ que se encuentran en el cuerpo humano, residen
en la piel bajo condiciones fisioldgicas normales. Dichas células T CLA"
tienen la capacidad de migrar a piel bajo procesos de adhesién y
mecanismos quimiotacticos. Los linfocitos CLA™ circulantes son capaces
de atravesar el endotelio y penetrar de manera especifica a la piel,
uniéndose a la selectina E expresada en células endoteliales de los vasos

sanguineos.?”: °6°8 E|

papel de las ILCs en enfermedades y en la
homeostasis de tejidos aun sigue en estudio. Se han hecho estudios en
piel humana de individuos sanos y de pacientes con psoriasis, la cual es
una enfermedad inflamatoria crénica de la piel caracterizada por
lesiones escamosas resultantes de la hiperproliferacion de la epidermis e
infiltrado inflamatorio prominente; se ha demostrado una proporcién
sustancial de IL-17 e IL-22 en piel y SP. En pacientes con psoriasis,
aumenta la frecuencia de ILC3 NKp44* tanto en SP como en piel, en

comparacién con individuos sanos o pacientes con dermatitis atdpica.>’
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4.7.1 Subpoblaciones de ILCs en piel.

Dependiendo del grupo de ILCs implicado, la interaccion funcional
compleja de ILCs con otras poblaciones de leucocitos puede resultar en
inflamacién o en la regulacién negativa de eventos inflamatorios.
Ademas, las ILCs desempefan un papel importante en la reparacién de
tejidos. La mayoria de los datos disponibles actualmente sobre las ILCs
en piel, son en sistemas murinos. Estos indican la existencia de
poblaciones de ILCs en piel sana y sugieren una participacion de ILC2
(modulando la funcién de mastocitos por la produccién de IL-13°°) e
ILC3 (mediando efectos protectores actuando sobre células epiteliales,
induciendo proliferacién por la producciéon de IL-22°°) en modelos de

dermatitis atdpica y psoriasis, respectivamente.®!:®2

Andlisis en piel humana de individuos sanos, han determinado que la
mitad de las ILCs dermales pertenecen a las ILC1l. Las ILC3 que
expresan AhR/ RORyt representan el segundo subgrupo mas prominente
en piel humana.®’ Cuando se compararon las muestras de individuos
sanos contra muestras de pacientes con lesiones cutaneas, se encontrd
un aumento de ILCs en dermatitis atdpica y psoriasis. En dermatitis
atopica, se determind la presencia de ILC2 y un mayor incremento de
ILC3. En piel de pacientes con psoriasis, por el contrario, se ha

observado una expansién de ILC1 e ILC3°!,

Las ILC2, se han clasificado como reguladoras clave de la homeostasis

132, Se han identificado

inmune y metabdlica del tejido adiposo viscera
grupos de ILC2 residentes de piel humana y de ratdn, los cuales son
criticos para el desarrollo de inflamacién. En contraste con ILC2 aisladas
de intestino y pulmones, que estan reguladas por IL-33 e IL-25, las ILC2
residentes de piel son independientes de estas citocinas y dependientes

de TSLP.33
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4.7.2 Funcion del AhR en ILCs en piel.

Los tejidos que estan expuestos a los estimulos ambientales externos,
tales como el intestino, pulmones y piel, son el medio que se enriquece

tanto en las células que expresan el AhR como en sus ligandos.*’

La expresion del AhR en piel tiene funciones fisioldgicas muy importante
como son: la regulacién de la pigmentacidon en piel, fotocarcinogénesis e

inflamacion.®3

La actividad funcional de las ILCs RORyt", esta bajo el control de sefiales
ambientales; sin embargo, se desconocen los sensores moleculares para
tales sefiales. El AhR se ha descrito como un regulador maestro para el

mantenimiento postnatal de ILCs RORyt* de intestino y piel.*°

4.8 Antecedentes directos al trabajo.

Nuestro grupo de trabajo ha logrado identificar una poblacion de ILCs en
SP y piel de donadores sanos, que cumple con los criterios de
identificacion descritos previamente y ademas expresa CD123" y una
expresion baja de CD127 (Figura 4. A y C), siendo la IL-3 esencial para
su mantenimiento e identidad®®. De esta manera se han estudiado dos
poblaciones principales de ILCs en SP y piel de donadores sanos
identificadas como 1) Lin® CD123* y 2) Lin" CD127" las cuales se han
analizado como se muestra en la Figura 4. Adicionalmente se muestra la
expresion de marcadores tipicos de ILCs (CD90 y CD132) en cada una

de las poblaciones analizadas.
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Figura 4. Identificacion de poblaciones de ILCs en SP y piel de
donadores sanos. Anadlisis de la region linfoide, exclusién de células
linaje positivas (CD3, CD14, CD19, CD94, HLA-DR) y la identificacidon de
células Lin™: Lin® CD123" CD127°¥ y Lin" CD127* en SP A) y piel C).
Valores representativos de medianas de fluorescencia de CD132 vy
CD90: Lin” CD123" (Negro), Lin” CD127" (Gris) e Isotipo (Punteado) de
SP B) y piel D). Modificado de Mora-Velandia Luz, Castro-Escamilla

Octavio, Gonzalez Méndez Andrés, et al. (2017)%
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4.8.1 Clasificacion de las ILCs de SP y piel.

Adicionalmente se determind el fenotipo de ambas poblaciones descritas
en SP y piel utilizando los marcadores CD161, c-Kit, CRTH2 y NKp44.
Las células Lin" CD123" en SP mostraron un fenotipo ILC2 (CD161°3°, c-
Kit" y CRTH2") y una menor proporcion de ILC1 (CRTH2, c-Kit)) e ILC3
(CRTH2", c-Kit", NKp44) como se muestra en la Figura 5A. Dentro de
las células Lin” CD127%, se indentificaron las 3 subpoblaciones de ILCs®*,
como se muestra en la Figura 5B. Realizando el mismo procedimiento en
muestras de dermis de donadores sanos, las poblaciones Lin” CD123% y
Lin® CD127" demostraron un fenotipo mixto de ILC1, ILC2 e ILC3
(NKp44™ y NKp44™) (Figura 5. C y D).%> Posteriormente se compard la

produccion de citocinas de ambas poblaciones en SP y piel.
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Figura 5. Las ILCs Lin" CD123* de SP tienen un fenotipo ILC2
mientras que en piel tienen un fenotipo mixto. Clasificacidon de las
subpoblaciones de ILCs a partir de PBMCs A) y B) y dermis de
donadores sanos C) y D). Regiones en: Células CD161*; ILC1 (CRTH2",
c-Kit"), ILC2 (CRTH2") e ILC3 (CRTH2", c-Kit"). Subpoblaciones en A) y
C) Lin” CD123"y subpoblaciones en Lin" CD127" en B) y D). Modificado
de Mora-Velandia Luz, Castro-Escamilla Octavio, Gonzalez Méndez
Andrés, et al. (2017)%
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4.8.2 Expresion de citocinas.

La poblacion Lin" CD123* de SP expresa IFN-y, IL-2 e IL-4 al activarse
con ionomicina/forbol-12-miristato-13-acetato (Iono/PMA) (Figura 6A);
la produccion de citocinas fue similar para la poblaciéon Lin® CD127°
(Figura 6. C). No se detectd producciéon de IL-17 e IL-22 en Lin” CD123"
y solo una minima produccion de IL-22 en Lin" CD127" (Figura 6. Ay C).
En el caso de la poblacion Lin" CD123* de piel, ademas de IFN-y, IL-2 e
IL-4, se observo la produccién de IL-17 e IL-22 (Figura 6. B). En el caso
de Lin" CD127" la produccion de IL-2 aumento y la de IFN-y, IL-17 e IL-
22 fue menor con respecto a la poblacion Lin® CD123*% y practicamente
nula de IL-4 (Figura 6. D). Al evaluar el receptor de IL-23 (IL-23R) en
ambas poblaciones de SP y piel (Figura 6. E y F respectivamente) se
determind que la poblacion Lin® CD123"posee una mayor expresion de
este receptor lo cual sugiere que es mas susceptible a la activacién

mediada por IL-23 descrita para ILC3.
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Figura 6. Las ILCs Lin" CD123* expresan una limitada cantidad de
citocinas del perfil tipo Th. Los porcentajes de células positivas y
negativas que expresan IFN-y, IL-2, IL-4, IL-17 e IL-22; en presencia de
Iono/PMA. Poblaciones A) y B) Linn CD123* de SP vy piel
respectivamente, C) y D) Lin® CD127* de SP y Piel respectivamente.
Histogramas con mediana de fluorescencia de IL-23R en poblacion Lin
CD123" (negro), Lin" CD127" (gris) e Isotipo (blanco) de E) SP y F)
piel. Mora-Velandia Luz, Castro-Escamilla Octavio, Gonzalez Méndez
Andrés, et al. (2017)%
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. PREGUNTAS DE INVESTIGACION
éCudl es la expresion del AhR en las ILCs Lin® CD123* y Lin”

CD127* de SP y piel?

éCual es el efecto de la activacion de ILCs de SP con un ligando
endogeno del AhR?

éCoOmo se ve afectada la expresion de otros factores
transcripcionales como T-bet, RORyt y RUNX-1 por la activacién
del AhR?

. OBJETIVO GENERAL
Determinar la expresion del AhR en ILCs de SP y evaluar el efecto

de su activacién con un ligando enddgeno.

. OBJETIVOS PARTICULARES
Evaluar la expresién del AhR en ILCs de SP y piel mediante

citometria de flujo.

Evaluar la produccion de citocinas (IL-17 e IL-22) después de la
activaciéon mediada por un ligando enddgeno del AhR (FICZ: 6-
formilindol[3,2-b]carbazol).

Evaluar la expresion de: RORyt, T-bet y RUNX-1 en ILCs de SP en

estado basal y después de activacion.

. HIPOTESIS
Las poblaciones de ILCs de SP: Lin” CD123* y Lin® CD127* al

expresar el AhR, seran susceptibles de ser activadas por el ligando
enddgeno FICZ lo cual conllevara a la produccién de IL-17 e IL-22

la cual es regulada por los factores T-bet, RORyt y RUNX-1.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Muestra de sangre periférica.

Los concentrados leucocitarios (buffy coats), a partir de los cuales se
colectaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), se
obtuvieron del Banco de Sangre del Hospital Infantil de México Federico

Gomez provenientes de donadores sanos.
9.2 Obtencion y conteo de PBMCs.

Las muestras de sangre se diluyeron 1:1 con buffer salino de fosfatos
(PBS), posteriormente se sometieron a un gradiente de densidad de
acuerdo a las especificaciones del fabricante (Lymphoprep, Fresenius
Kabi Norge AS), con el objetivo de colectar la fase de células
mononucleares. Las células fueron sometidas a tres lavados con la
finalidad de eliminar el ficoll adyacente y plaquetas. Finalmente se
resuspendido el botdon celular en un volumen conocido. Las PBMCs
obtenidas, se contaron en camara de Neubauer, utilizando azul tripano

como colorante vital, el cual permite diferenciar células vivas y muertas.

9.3 Obtencion de células de piel sana.

Las muestras de piel se colocaron en medio RPMI-1640 (Biowest, USA)
suplementado (Para 1L: Suero fetal bovino (HyClone ThermoFisher
Scientific, USA) 10%, aminoacidos no esenciales (Biowest, USA) 1%,
HEPES (Biowest, USA) 1%, piruvato de sodio (GIBCO ThermoFisher
Scientific, USA) 1%, L-glutamina (Biowest, USA) 1%, B-mercaptoetanol
(SIGMA ALDRICH, USA) 0.01%, ciprofloxacino (HyClone ThermoFisher
Scientific, USA) 1%, penicilina-estreptomicina (10,000 unidades/mL &
10,000 pg/mL HyClone ThermoFisher Scientific, USA) 1% vy dispasa
(Grade II protease, Roche) durante toda la noche para separar
mecanicamente dermis y epidermis. La dermis se colocd en caja de Petri

con medio RPMI suplementado y se incubaron por 7 dias a 37°C y 5%
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de CO,. Al finalizar la incubacién, se colectaron las células y se contaron
en camara de Neubauer, utilizando azul tripano como colorante vital,
para posteriormente evaluar sus factores de transcripcién mediante

tinciones intracelulares.

9.3.1 Declaracion de ética.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Centro Dermatoldgico
Dr. Ladislao de la Pascua, nimero 112/2016, y por el Comité de Etica
para la Investigacidon en Salud del Instituto Mexicano del Seguro Social
(nimero del comité: 3601). El estudio se llevd a cabo de acuerdo con
los principios detallados en la Declaracion de Helsinki. Todos los

participantes firmaron un formulario de consentimiento informado.
9.4 Ensayos de activacion celular.

Una vez determinado el numero total de PBMCs, se cultivaron durante
18 horas (37°C /5% CO;) con medio RPMI suplementado en presencia
de los diferentes estimulos: el ligando endbégeno del AhR 6-
formilindol[3,2-b]carbazol (FICZ) (Bioselec, USA), dimetilsulféxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich, México), Iono/PMA (500X) (eBioscience, USA) y
los cocteles de activacion de ILC1 (IL-3 (10ng/mL), IL-7 (50ng/mL), IL-
12 (50ng/mL), IL-15 (50ng/mL); (PeproTech, USA) y coctel de
activaciéon de ILC3 (IL-3 (10ng/mL), IL-7 (50ng/mL), IL-2 (30ng/mL),
IL-1B (50ng/mL), IL-23 (50ng/mL); (PeproTech, USA); finalizado el
tiempo de incubaciéon se cosecharon las células para posteriormente
evaluar la expresidn de citocinas y factores transcripcionales mediante
tincion intracelular.
9.5 Tinciones de inmunofluorescencia (tinciéon de superficie
e intracelulares).

Las PBMCs se tifleron utilizando los siguientes anticuerpos
monoclonales: a-CD3 Clona: HIT3a, a-CD14 Clona: HCD14, a-CD19
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Clona: HIB19, a-CD94 Clona: DX22, a-HLA-DR Clona: L243, todos
acoplados a ficoeritrina (PE) o isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Biolegend, USA) con el objetivo de excluir a las células linaje positivas.
Los marcadores utilizados para la identificacién de las poblaciones de
ILCs incluyen a: a-CD123 (Biotina), Clona: 6H6 y a-CD127 Fluorocromo:
(Brilliant Violet 421), Clona: A019D5; Biolegend, USA y a-CLA (Biotina),
Clona: HECA-452, BD Biosciences, USA. Las células en suspension
fueron teifidas durante 15 min/4°C vy se fijaron con una solucion de
paraformaldehido al 4% durante 15 min/4°C. Para las pruebas de
viabilidad, se realiza una tincidon extra con Hoechst 33342 (ThermoFisher
Scientific, USA) 5 minutos antes de fijar las células. Para la
determinacion de los FT (a-T-bet Fluorocromo: PerCP-Cy5.5, Clona:
4B10, Biolegend, USA, a-RORyt Fluorocromo: APC, Clona: AFKIJS-9,
eBioscience-Affymetrix, USA, a-RUNX-1 Fluorocromo: PE, Clona:
RXDMC, eBioscience-Affymetrix, USA y a-AhR Fluorocromos: PE y APC,
Clona: FF3399, eBioscience-Affymetrix, USA) y citocinas intracelulares
(a-IL-2 Fluorocromo: APC, Clona: 5344.111, BD Biosciences, USA, a-IL-
4 Fluorocromo: PerCP-Cy5.5, Clona: MP4-25D2, Biolegend USA., a-IL-
17 Fluorocromo: AlexaFluor 488, Clona: eBio64DEC17, eBioscience-
Affymetrix, USA y a-IL-22 Fluorocromo: eFluor660, Clona: 22URTI,
(Biolegend, USA), posterior a la tincién de superficie, se realizd la
permeabilizacidn y fijacion utilizando cytofix/cytoperm (BD Biosciences,
USA) 20 min/4°C vy realizando la posterior incubacion con los
anticuerpos correspondientes durante 30 min/temperatura ambiente.
Las muestras se conservaron a 4°C para su posterior adquisicion en el
citometro de flujo FACS CANTO (BD Biosciences, USA). Los datos
generados fueron analizados con el programa Flowjo Treestar version
7.6.3.
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10. RESULTADOS

10.1 Identificacion de ILCs en SP.

Se evalué la tincién para identificar las ILCs en SP humana por
citometria de flujo, utilizando un parametro de exclusion de células
linaje positivas para los marcadores: CD3, CD14, CD19, CD94 y HLA-
DR, analizando las células linaje negativo (Lin") (Figura 7 C). El siguiente
parametro fue utilizando la expresion del marcador CD127 para
determinar la poblacion de ILCs “Clasicas” (Lin® CD127" CD123") y la
expresion del marcador CD123 para identificar la poblacion de ILCs-like
(Lin” CD123* CD127°¥?), En la Figura 7, se muestran los pardmetros de

analisis e identificacion de las poblaciones mencionadas.

A) D)
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CD127
Figura 7. Identificacion de dos poblaciones linaje negativas: ILCs

Lin- CD127* e ILCs Lin" CD123" en SP. En A)-C) se muestra la
estrategia de analisis realizada para la identificacién de dos poblaciones
identificadas en D) como: Lin~ CD123* CD127°¥® y Lin® CD127%
CD123". Lin-: CD37, CD14°, CD19°, CD94" y HLA-DR".
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10.2 Expresion de citocinas en ILCs de SP.

Se analizé la expresidon de citocinas en cada una de las poblaciones Lin
CD123" (Figura 8 A) y Lin® CD127* (Figura 8 B) después de la
estimulacién con Iono/PMA. El resultado fue la expresién de: IFNy, IL-2
e IL-4 en ambas poblaciones. De manera interesante observamos que

no fueron capaces de producir IL-17 e IL-22.
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Figura 8. Las poblaciones de ILCs en SP activadas con Iono/PMA,
no son capaces de producir IL-17 ni IL-22. Se determind que
ambas poblaciones, A) Lin~ CD123" y B) Lin~ CD127%, tienen la
capacidad de producir diversas citocinas como: IFNy, IL-2, IL-4; no asi,

IL-17 e IL-22 bajo estimulacidon con Iono/PMA durante 6h.
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10.3 Co-expresion de FT en ILCs de SP.

Por otra parte para determinar el fenotipo completo de las poblaciones
de SP se evalud la expresion basal del: AhR, RORyt, RUNX-1 y T-bet
(Figura 9) y se compararon con otra poblacién capaz de expresar dichos
FT (linfocitos T). Tanto los linfocitos T como las ILCs son capaces de
expresar el AhR, RORyt, RUNX-1 y T-bet. Sin embargo, las ILCs tienen
una mayor expresion de RORyt (en el caso de ambas poblaciones de
ILCs) y de T-bet (en el caso de la poblacion Lin® CD123%).

AhR RORyt RUNX-1 T-bet
344 249 711 889 Rotulo
304 789, | 539 668 T
Lin- CD123+
273| | 368 |z 06 751 T5olipo
82,8 76,3 | 92,8 118

T T T T : oy
1 2 ] b N )
2 3 4 5 2 3 4 5 5
10 1 10 oo o 10 10 10 10 010 10 10 10 oo10° 10° wt o’

Figura 9. Las poblaciones de ILCs en SP co-expresan: AhR,
RORyt, RUNX-1 y T-bet. Se determind la co-expresion de: AhR,
RORyt, RUNX-1 y T-bet de forma basal en ambas poblaciones de ILCs y
linfocitos T. Los histogramas muestran las medianas de fluorescencia de
cada FT. Patrones de color: Linfocito T (morado), Lin- CD127* (verde),
Lin- CD123" (azul), Isotipo (Gris).
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10.4 Pruebas de viabilidad con un ligando endégeno (FICZ)
del AhR.

Para evaluar el efecto de la activacién mediada por el AhR sobre las

poblaciones en estudio, se eligi® un ligando enddégeno por su

participacion en la diferenciaciéon de Th17/Th22*. El 6-formilindol[3,2-

b]carbazol (FICZ) ademas de ser un compuesto no carcinogénico, posee

una gran afinidad al AhR comparable con la dioxina.*® El FICZ es un

fotoproducto del triptéfano,®®

el cual se puede encontrar tanto en SP
como en piel.*? Se utilizé la concentraciéon de FICZ 3,0uM reportada
previamente por un grupo de trabajo para estimular linfocitos Thl7 e

7 Para determinar si la

ILCs humanas provenientes de ganglios.®
viabilidad celular es afectada por el tratamiento con el disolvente del
ligando dimetilsulfoxido (DMSO) y en conjunto con el ligando, se
utilizaron concentraciones de 0.6uM, 3.0uM y 10uM. Se realizé6 una
tincion nuclear con Hoechst 33342 para evaluar si el efecto de la
estimulacién con FICZ sobre las poblaciones en estudio durante una
incubacion de 18 horas. La viabilidad celular no se vio afectada bajo

ninguna concentracién (Figural0).
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Figura 10. La viabilidad celular se mantiene durante Ia
activacion con FICZ. La concentracion del DMSO corresponde a la
concentracion de FICZ empleado. Se determind la viabilidad celular
mediante tincidn por Hoechst 33342 en la poblacién A) Lin- CD123" y B)
Lin- CD127" a 18 horas.
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10.5 Evaluacion de IL-17 e IL-22 en ILCs de SP en presencia
de FICZ y coctel de activacion de ILC3.
Se evalud la capacidad de ambas poblaciones, de producir IL-17 e IL-22
después de la estimulacion con el ligando enddgeno del AhR y el coctel
de activacién de ILC3 (Figura 11). A pesar de utilizar las condiciones
descritas en la literatura para la produccién de dichas citocinas, no se
observé la expresion de IL-17 (Figura 11 A) ni IL-22 (Figura 11 B).
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A) IL-17 B) IL-22

Figura 11. ILCs de SP no son capaces de producir IL-17 ni IL-22
tras la estimulacion con FICZ. Determinacion de A) IL-17 y B) IL-22
en poblaciones Lin® CD123" y Lin” CD127" bajo 18h de estimulo con
FICZ 3uM, coctel de activacién de ILC3 (C. ILC3) y C. ILC3 + FICZ 3uM.
C. ILC3 (IL-1B, IL-2, IL-3, IL-7 e IL-23).
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10.6 Evaluacion de IFN-y en ILCs de SP en presencia de FICZ
y coctel de activacion de ILC1.

Se evalud el efecto del coctel de activacidon de ILC1, ya que en estudios
previos (Figura 8) se determiné que las ILCs de SP son capaces de
producir IFN-y, en especifico la poblacién Lin®~ CD123* por su alta
expresion de T-bet. Del mismo modo, se evalud si la activacién del AhR,
seria capaz de modificar la produccion de IFN-y.
Se determind la produccidén de IFN-y (Figura 12) en presencia del coctel
de activacién de ILC1 (IL-3, IL-7, IL-12 e IL-15) y FICZ. La activacién

del AhR con FICZ no afectdé la produccion de IFN-y en ambas

poblaciones.
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Figura 12. Producciéon de IFN-y en ILCs de SP en presencia de un
coctel de activacion de ILC1. Evaluacion de IFN-y en poblaciones Lin~
CD123" y Lin" CD127" en presencia del FICZ, C. ILC1 (IL-3, IL-7, IL-12,
IL-15) y C. ILC1 + FICZ tras 18h de estimulo.
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10.7 Efecto de los cocteles de activacion de ILC1/ILC3+FICZ
sobre el fenotipo de las poblaciones Lin- CD123" y Lin"
CD127" de SP.

Al realizar las tinciones de superficie fue posible identificar los tres
subgrupos de ILCs. El analisis se realizé de la siguiente forma: una vez
identificadas las poblaciones Lin® CD123" (Figura 13) y Lin® CD127°
(Figura 14) en SP, se analizé por histogramas, la expresién de CD161
(marcador que expresan los tres subgrupos). A partir de la expresion de
CD161, se determind la expresiéon de c-Kit (CD117) y CRTH2, para
determinar las poblaciones ILC3 CD161* c-Kit* CRTH2 e ILC2 CD161%
c-Kit™ CRTH2". Para subdividir las poblaciones de ILC3 por NCR, se
analizé la region de c-Kit y el marcador NKp44, para determinar las
poblaciones ILC3 CD161" c-Kit* CRTH2  NKp44™ (NCR*), ILC3 CD161"
c-Kit* CRTH2 NKp44™ (NCR’) e ILC1 CD161" c-Kit” CRTH2 NKp44'.

El fenotipo de las ILCs dentro de la poblacién Lin® CD123" es
homogéneo, ya que comprende mayoritariamente células ILC2
(CRTH2%) (Figura 13 A) y en la poblacion Lin- CD127* es mas
heterogéneo, siendo la subpoblacién de ILC1 las que se encuentran en

mayor proporcion (Figura 14 A).

De manera interesante se observa que el fenotipo de la poblacién Lin
CD123" cambia a ILC1 después de ser activadas ya sea por el coctel de
activaciéon de ILC1 (Figura 13 B) o Iono/PMA (Figura 13 D). Por otra
parte, en el caso del coctel de activacion de ILC3+FICZ (Figura 13 C)

aumento ligeramente la poblacién de ILC3 NCR'.

En la poblaciéon Lin® CD127" bajo condiciones de estimulacién con el
coctel de activacion de ILC1 (Figura 14 B), coctel de activacidon de
ILC3+FICZ (Figura 14 C) e Iono/PMA (Figura 14 D), se observaron

cambios en el fenotipo aumentando la subpoblacién ILC1.
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Figura 13. La poblaciéon Lin" CD123* de SP modifica su fenotipo
de ILC2 a ILC1 tras la estimulacion con el coctel de activacion de
ILC1 e Iono/PMA. A) Sin estimulo (S/E), B) Coctel de activaciéon de
ILC1, C) Coctel de activacion de ILC3+FICZ 3uM y D) Iono/PMA.
Periodos de incubacion: A), B) y C) a 18h y D) a 6h.
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Figura 14. Poblaciéon Lin” CD127* de SP modifica sus fenotipos
bajo condiciones de estimulacion. A) Sin estimulo (S/E), B) Coctel
de activacién de ILC1, C) Coctel de activacion de ILC3+FICZ 3uM y D)
Iono/PMA. Periodos de incubacion: A), B) y C) a 18h y D) a 6h.
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10.8 Regulacion Transcripcional tras la activacion de ILCs de
SP con un coctel de activacion de ILC3 y un ligando
enddgeno del AhR.

A pesar de que la estimulacion con FICZ y el coctel de activacion de
ILC3 no indujo cambios fenotipicos, ni produccién de IL-17 e IL-22 en
las poblaciones de ILCs de SP, nos preguntamos si es capaz de regular
la expresion de otros factores de transcripcion relacionados con el
fenotipo de ILC3. En la Figura 15 A se muestra que ambas poblaciones
disminuyen la expresidon del AhR al estimular con el FICZ. La poblacidn
Lin- CD123" (azul) incrementd la expresion del AhR con el coctel de
activacion de ILC3 y nuevamente disminuye al estimular con el coctel en
conjunto con el FICZ; la expresion del AhR en la poblacién Lin- CD1277

(verde) permanecié constante en ambas condiciones.

En la Figura 15B se evalud la expresidn de T-bet, el cual se observa una
disminucidn en ambas poblaciones bajo el estimulo del coctel de
activacion de ILC3. En el caso del FICZ solo y en conjunto del coctel de

activacién de ILC3, T-bet mantiene su expresion.

En la Figura 15 C y D se muestra el aumento en la expresion de RORyt y
RUNX-1 respectivamente, bajo la condicidn del coctel de activacion de
ILC3 mas FICZ en ambas poblaciones, sin embargo la poblaciéon con una
mayor proporcion de RORyt fue Lin® CD127" y para RUNX-1 fue Lin
CD123".
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Figura 15. Aumento en la expresion (Fold Increase) de RORyt y
RUNX-1 en respuesta a C. ILC3 y C. ILC3 + FICZ. De acuerdo a los
valores de medianas de fluorescencia determinadas por citometria de
flujo, se calculé el aumento de la expresion con el logaritmo base 2 de
cada factor de transcripcién con respecto al sin estimulo (S/E) en cada
una de las poblaciones. A) AhR, B) T-bet, C) RORyt y D) RUNX-1. Lin~
CD123* (azul) y Lin"CD127* (verde). N=4
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10.9 Expresion de CLA en ILCs de SP.

Ya que la piel es uno de los drganos con mayor contacto con ligandos
del AhR, se evalud la capacidad de tropismo a piel de las poblaciones
Lin- CD123" y Lin” CD127" de SP a piel. Al determinar la expresion del
antigeno leucocitario cutdneo (CLA) en ILCs de SP, se obtuvo una mayor
expresion en la poblacién Lin® CD123* (Figura 16 A) con respecto a la
poblacién Lin" CD127" (Figura 16 B).

A) B)

Rotulo
el IN- CD127+
3863 e T | el | - CD123+
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288 56,9
l':l:I ] I-II: !ﬂ] I-:I* ':.'l'r' N
CLA

Figura 16. Expresion de CLA en la poblacién Lin® CD123%y Lin"
CD127*. Se muestra en los histogramas la expresion de CLA en una
mayor proporcion en la poblacion A) Lin- CD123" (Azul) que en B) Lin
CD127* (verde).
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10.10 Co-expresion de FT en ILCs de SP y Piel.

De acuerdo a nuestros antecedentes, se lograron identificar en dermis
de individuos sanos, dos poblaciones equivalentes a Lin” CD123* y Lin~
CD127* de SP. Al igual que en SP (Figura 17 A), en piel (Figura 17 B) se
determind que ambas poblaciones presentan la co-expresion de los
factores de transcripciéon AhR, RORyt, RUNX-1 y T-bet.

Comparada con la expresién de FT de SP, en piel se observa una
disminucion en la expresion de T-bet en ambas poblaciones. En el caso
de la poblacién Lin" CD123* la disminucion en la expresion de RUNX-1 vy
el aumento de la expresion del AhR y RORyt, sugieren que esta
poblacién es capaz de producir IL-17 e IL-22 (Figura 17.)

Por otro lado la poblacién Lin® CD127* mantuvo la expresion de RUNX-1
y disminuyd la expresion del AhR y RORyt, siendo menos susceptibles a
expresar IL-17 e IL-22. (Figura 17.)

En la figura 6 se corrobora que la poblacion Lin- CD123* tiene una mejor

expresion de IL-17 e IL-22 a comparacion de la poblacion Lin- CD1277.
AhR RORyt Runx-1 T-bet
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Figura 17. Co-expresion de FT en ILC de SP y Piel. Expresion de los
FT: AhR, RORyt, RUNX-1 y T-bet en A) SP y B) Piel humana. Poblaciones

Lin" CD123* (Azul) y Lin" CD127* (Verde).
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11. DISCUSION DE RESULTADOS

En las dos poblaciones de ILCs denominadas Lin® CD127" (clasicas) e
ILC-Like (Lin® CD123" CD127°¥?) en SP y dermis de donadores sanos
(Figura 7) en las cuales se determiné la expresion de los FT relacionados
con las funciones de las ILCs (Figura 9) tales como AhR, T-bet, RORyt y
RUNX-1. La expresion del AhR e IL23R (Figura 6) en conjunto con
RORyt, en ambas poblaciones, sugiere que pudieran tener la capacidad
de producir IL-17 e IL-22 en SP.

Se determindé un perfil mixto de citocinas observado con el estimulo de
Iono/PMA (Figura 8). La produccién de IFN-y se asocia a ILC1 e IL-4 a
ILC2. La ausencia de IL-17 e IL-22 por parte del grupo 3 de ILCs nos
indica la falta de estimulos necesarios para su activacion, consecuente a

una posible falta de maduracion o diferenciacién celular.

La activacién con el coctel de ILC1 dio lugar a la produccién de IFN-y,
sin embargo el coctel de activacién de ILC3 no indujo la produccién de
IL-17 e IL-22. Lo cual en conjunto con el fenotipo observado después la
activacion con el coctel de ILC1 y la alta expresion de T-bet sugiere que
las poblaciones de ILCs en SP tienen un perfil “pre-programado” de

diferenciacion tipo ILC1.

La capacidad de ambas poblaciones para responder al coctel de

activacion de ILC1 (Figura 12), sugiere:

- En la poblacion Lin® CD123% sugiere que a pesar de que en
condiciones basales el fenotipo predominante corresponde a las
ILC2, después de la activacion con el céctel de ILC1 es posible
observar la expresién de IFN-y y el cambio en la expresién de
marcadores fenotipicos, lo cual puede explicarse a la plasticidad

gue ha sido previamente descrita en estas células.
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- Pese a la heterogeneidad de la poblacion Lin® CD1277, incluyendo
una proporcion de ILC3 NCR™ (Figura 5 B y 14 A), el coctel de
activacién de ILC1 promovid cambios fenotipicos, disminuyendo la
poblacién ILC3 NCR’ (Figura 14 A) y aumentando la proporcién de
la poblaciéon con fenotipo de ILC1 (Figura 14 B).

- La alta expresion de T-bet, es capaz de dirigir la respuesta de
ambas poblaciones en SP bajo condiciones de estimulo al perfil de
tipo ILC1.

A pesar de esta “pre-programacion” hacia el fenotipo de ILC1 observado
en ambas poblaciones, la co-expresion de los FT AhR y RORyt, el
receptor de IL-23 y la previa produccion de IL-17 e IL-22 detectada en
las células de piel, sugerian fuertemente que hay mecanismos
involucrados en la regulacion de la diferenciacion y funcién de estas

células.

Existen estudios previos en donde se ha demostrado la existencia de
una estrecha relacién entre el AhR / RORyt y su accidn sinérgica en el
desarrollo del perfil ILC38, por lo cual decidimos analizar el efecto de un
ligando enddgeno de alta afinidad (FICZ) del AhR como posible factor de

activacién y diferenciacion de ILC3, en conjunto con el coctel de ILC3.

Interesantemente como se muestra en la figura 13 C, se observa un
mayor porcentaje de células Lin® CD123" caracterizadas con el fenotipo
de ILC3 comparado con el control sin estimular, lo que sugiere una
participacion del AhR al ser activado con su ligando en conjunto con el
coctel de activacion de ILC3, promoviendo el aumento de RORyt y
RUNX-1 (Figura 15 C y D), siendo RUNX-1 el de mayor proporcién. Los

resultados sugieren que estas células son susceptibles de una posterior
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diferenciacion y de que poseen capacidades plasticas por las cuales
pueden adquirir caracteristicas de ILC3. Hasta el momento se sabe poco
sobre la plasticidad de ILCs.®® Se ha propuesto que la plasticidad
depende del microambiente de citocinas pro-ILC1, 2 y 3 las cuales
ayudan a regular la expresion de los factores transcripcionales
caracteristicos de cada poblacion celular, ademdas de otros factores
ambientales como DAMPs/PAMPs que promuevan la diferenciacién de las
ILCs para promover la resolucién o en algunos casos la exacerbaciéon de

cierta patologia.?°->2

En el caso de la poblacion Lin® CD127* el efecto transcripcional del AhR
al ser activado con FICZ en conjunto con el coctel de activacién de ILC3,
fue un aumento en la expresidon de RORyt y RUNX-1 (Figura 15 C y D),
siendo RORyt el de mayor proporcién, denotando la capacidad de esta

poblacién a responder al perfil de ILC3.

Se ha descrito que el FT RUNX-1 participa en la diferenciacion a Th17
mediante la induccién de la expresion de RORyt, uniéndose y actuando
conjuntamente durante la transcripcion de I/17. Las proteinas RUNX
pueden regular la transcripcion de una manera dependiente de unién
con otro FT para formar complejos co-activadores o co-represores; €j.
RUNX-1 actla cooperativamente con T-bet para promover la expresién
del gen que codifica el IFN-y y silenciar I/4 en células Th17. En ausencia
de RORyt, RUNX-1 no ejerce efecto sobre I/17. Se propone una
compleja interaccion entre RORyt y RUNX-1 en la regulacién de la
respuesta inmune de Th17.'® Los resultados obtenidos con las dos
poblaciones de SP en las cuales se observa el incremento en la
expresion de RUNX-1 en respuesta al coctel de activacion de ILC3 y
FICZ sugieren que la co-expresion de ambos factores es un paso previo

de activacién para la diferenciacién hacia el perfil tipo ILC3.
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Por otra parte la expresion del FT T-bet disminuyéd en ambas
poblaciones en presencia de FICZ y el coctel de activacion de ILC3
(Figura 15 B), sin embargo al estimular con el coctel de activacién de
ILC3 mas FICZ, T-bet mantiene su expresidon. Se ha descrito que T-bet
tiene la capacidad de bloguear el desarrollo de Th17 por la inhibicidn de
Rorc. T-bet interacciona con RUNX-1, bloqueando su funcién,’® lo que
sugiere que la interaccién T-bet-RUNX-1 tiene un efecto dominante con
respecto a la interaccion RUNX-1-RORyt. Es por esto que en las
poblaciones de SP en donde fue posible observar la expresién de IFN-y,
no se determind la expresion de IL-17 e IL-22. Adicionalmente en
ratones deficientes de T-bet, se ha observado un aumento en la
expresion de 1IL-17, indicando su potencial inhibitorio en la
diferenciacién a Th17.1® Esta evidencia en conjunto con los resultados
obtenidos, indican que existe un mecanismo de regulacién negativa para
la produccién de IL-17 e IL-22 el cual involucra a su vez a T-bet y
RUNX-1, ya que a pesar de la expresion observada de IL-23R, AhR y
RORyt en las poblaciones analizadas, no se detectaron dichas citocinas.
La alta expresién de T-bet en conjunto con RUNX-1, sugiere que la
interaccion de estos factores es un posible mecanismo de regulacion
negativa para la produccién de IL-17 e IL-22 en las poblaciones de SP

analizadas.

Finalmente de acuerdo a los antecedentes previos en donde se observo
que las poblaciones en estudio se encuentran en piel sana, donde son
capaces de producir IL-17/IL-22, se analizé la expresién de CLA para
determinar el potencial que tienen de migrar a dicho tejido. De acuerdo
a los datos presentados, la poblacién Lin® CD123" tiene una mayor
capacidad de tropismo que la poblacion Lin® CD127* debido a la alta

expresion de CLA (Figura 16).
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De manera interesante en las muestras de piel analizadas en donde se
ha detectado la produccidon tanto de IL-17 como de IL-22, la expresidn
basal con respecto a SP en el caso de T-bet, es menor y para el AhR y
RORyt, es mayor en la poblacién Lin"CD123*. Dichos resultados sugieren
gue la produccién de IL-17 e IL-22 estd mediada por la disminucion de
T-bet y el aumento en la expresidon de RORyt y AhR a diferencia de la
poblacién Lin® CD127* pese a la disminucidn en la expresion de T-bet,
también disminuyd la expresion del AhR y RORyt, repercutiendo en la

producciéon de IL-17 e IL-22 (Figura 6).

Cabe mencionar que la exposicidon de ligandos es mayor en piel que en
SP, siendo FICZ el ligando endégeno mas abundante al ser un
fotoproducto del triptéfano a partir de la luz UV*, esto sugiere que el
mecanismo de activacion mediada por ligandos de AhR es mas eficiente

en piel.

En resumen, se logré identificar la expresion del AhR en poblaciones de
ILCs “clasicas” (Lin”™ CD127*) y en una nueva poblacion “like” (Lin
CD123") de SP humana. En condiciones basales, las células Lin® CD123%
tienen un fenotipo ILC2, mientras que las células Lin” CD127" poseen un
fenotipo mixto de las tres subpoblaciones de ILCs. Sin embargo, bajo
condiciones de estimulo (Iono/PMA o coctel de activacién de ILC1),
tienen la capacidad de modular su respuesta a un perfil de tipo 1,
modificando sus fenotipos a ILC1 y produciendo IFN-y; por lo cual estas
células son potenciales blancos terapéuticos, por ejemplo en la
inmunoterapia contra melanoma, siendo el IFN-y el principal inhibidor
del crecimiento tumoral.”! Bajo condiciones de activacién del AhR en un
microambiente de citocinas que promueven la diferenciacidon y activacién
de ILC3 (coctel de activacion de ILC3), la expresién de RORyt y RUNX-1
aumentan en ambas poblaciones, siendo en la poblacién Lin® CD1277,
mayor la proporcién de RORyt y en Lin® CD123%*, una mayor proporcién
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de RUNX-1. Dichos resultados en conjunto a la expresion de IL-23R vy la
previa produccién de IL-17 e IL-22 en ILCs de piel, sugieren la
existencia de mecanismos involucrados en la regulacién de |la
diferenciacion y funcion de estas células dada la ausencia de IL-17 e IL-
22 en SP, posiblemente por la dimerizacion de T-bet-RUNX-1,
generando un efecto antagdnico en su produccion. Dicho mecanismo es
relevante para evitar efectos autoinmunes como psoriasis o artritis
reumatoide en las cuales la IL-17 se encuentra exacerbada,

promoviendo un ambiente pro-inflamatorio.
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12. CONCLUSIONES

- Las ILCs tanto Lin"CD123" como Lin"CD127" presentes en SP, co-
expresan los factores de transcripcion: AhR, RORyt, RUNX-1 y T-
bet. La activacion del AhR con FICZ mas el coctel de activacion de
ILC3, favorecen la expresion de RORyt y RUNX-1. Sin embargo, no
hay producciéon de IL-17 e IL-22 en ILCs de SP.

- Las poblaciones Lin® CD123* y Lin® CD127" al mantener una
expresion constante de T-bet, tienen la capacidad de modificar su
fenotipo a ILC1 y producir IFN-y bajo condiciones de activacidn,
ademas de tener un efecto de regulacion negativo para la
expresion de IL-17 e IL-22.

- La poblacion Lin" CD123* al tener una elevada expresion de CLA,
tiene la capacidad de realizar tropismo a piel. Sin embargo, es
necesario realizar pruebas adicionales de migracién para

corroborar su potencial.

- La disminucién en la expresion de T-bet y el aumento del AhR y
RORyt en la poblacion Lin® CD123™ de piel, sugiere las condiciones

optimas para la produccion de IL-17 e IL-22.
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Figura 18. Regulacion negativa de IL-17 e IL-22 en ILCs de SP
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expresion de RORyt y RUNX-1, siendo RUNX-1 capaz de dimerizar con RORyt y

T-bet. La dimerizacidon T-bet-Runx-1 es un posible mecanismo de regulacion

negativa de la produccion de IL-17 e IL-22 en ILCs de SP.
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