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The organism possesses certain contrivances by means of which the immunity 

reaction, so easily produced by all kinds of cells, is prevented from working against 

the organism's own elements.  

Paul Ehrlich 
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1. Abreviaturas 

ACK            Amortiguador de lisis de eritrocitos (amonio clorado de potasio) 

ActRII         Receptor tipo dos de Activina 

ALK            Activin receptor-like kinase 

AMH           Hormona antimulleriana 

BAFT3        Factor de transcripción de cierre de leucina básico tipo ATR 3 

BMDC        Célula dendrítica derivada de médula ósea 

BMP           Proteína morfogenética ósea 

cDC            Célula dendrítica convencional 

CDK           Cinasa dependiente de ciclina 

CLP            Progenitor común linfoide 

CLR            Receptores lectina tipo C 

CMP           Progenitor común mieloide 

CT              Toxina del cólera 

CTLA-4      Antígeno-4 asociado al Linfocito T Citotóxico 

CTV            Cell trace violet 

cTEC           Célula tímica epitelial cortical 

DC               Célula dendrítica 

dLN             Ganglio linfático drenante 

ELISA         Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

EE               Error estándar 

FACS          Fluorescence-activated cell sorting 

FSH             Hormona folículo estimulante 

FoxP3          Forkhead box P3 

GALT          Tejido linfoide asociado a mucosas 

GDF             Factor de diferenciación de crecimiento 

GFP              Proteína verde fluorescente 

GITR            Proteína asociada al receptor de TNF inducida por glucocorticoides 

GM-CSF      Factor estimulante de colonias granulocítica y monocítica 

GM-CSFR   Receptor de GM-CSF 

HBSS           Solución salina balanceada de Hanks 
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iBMDC        BMDC inmadura 

ID2               Inhibidor de la proteína de unión a DNA 

IDO              Indolamina 2,3-dioxigenasa 

IFN              Interferón 

IL                 Interleucina 

IMF              Intensidad media de fluorescencia 

IRF           Factor regulador del interferón 

Inhα-/-           Deficientes de Inhibinas  

Inhα+/+          Suficientes de Inhibinas 

iTreg            T reguladoras inducidas in vitro 

DTH            Reacción de hipersensibilidad de tipo retardado 

LC                Células de Langerhans 

LP                Lámina propria 

LPS              Lipopolisacárido 

MACS         Magnetic-activated cell sorting 

MAPK         Cinasa de proteínas activadas por mitógeno 

mDCs          Células dendríticas migratorias 

MHC           Complejo principal de histocompatibilidad 

MLN           Ganglio linfático mesentérico 

mTEC         Célula tímica epitelial medular 

NFAT          Factor nuclear de células T activadas 

NFIL3         Factor nuclear regulado por IL-3 

NF-kB         Factor nuclear kappa B 

NLR            Receptor tipo NOD 

OVA           Ovoalbúmina 

PAMP         Patrones moleculares asociados a patógenos 

PBS            Amortiguador salino de fosfatos 

pDC            Células dendríticas plasmacitoides 

PD-L1          Programmed Death-ligand 1 

PLN             Ganglio linfático periférico  

pTreg           Células T reguladoras periféricas 
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PRR             Receptores de reconocimiento de patrones 

RA               Ácido retinoico 

rDC              Células dendríticas residentes 

SFB              Suero fetal bovino 

TβRIII          Receptor tipo III de TGF 

TCR              Receptor de linfocito T 

Th                 Linfocito T CD4+ 

TEC              Células tímicas epiteliales 

TGFβ            Factor de crecimiento transformante beta 

TLR              Receptor tipo Toll 

TNFα            Factor de necrosis tumoral alfa  

Treg              Célula T reguladora 

tTreg             Célula T reguladora tímica 
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2. Resumen 

El balance entre la inflamación y la tolerancia es crucial para el mantenimiento de la 

homeostasis del individuo, por lo cual los mecanismos que regulan la generación de linfocitos T 

reguladores se encuentran en constante estudio. La interacción entre el linfocito T CD4+ y la célula 

dendrítica, en conjunto con las señales del microambiente, proveen las señales necesarias para la 

diferenciación del primero hacia un fenotipo efector o regulador. El papel del TGFβ en la inducción 

de Treg en periferia es fundamental, y ha sido ampliamente estudiado. Se ha observado que otros 

miembros de la misma familia, como las Activinas, pueden sinergizar con el TGFβ para favorecer 

la inducción a Treg in vitro. Además, recientemente hemos reportado que las Inhibinas juegan un 

papel importante en la maduración y función de las células dendríticas, llevando a una disminución 

de la activación del linfocito T CD4+ y disminuyendo la respuesta de hipersensibilidad de tipo 

retardado a OVA. En el presente trabajo, investigamos el papel de las Inhibinas en la inducción de 

Treg en periferia in vitro e in vivo. Nuestros datos muestran un aumento de T reguladoras 

periféricas en la lámina propia del colon, los ganglios linfáticos mesentéricos y los ganglios 

linfáticos periféricos en ratones Inhα-/- en condiciones homeostáticas, en comparación con ratones 

silvestres. Lo anterior correlacionó con un aumento de la expresión de PD-L1 en las células 

dendríticas, CD103+ y CD8α+, Inhα-/-. In vitro, las células dendríticas CD11c+ Inhα-/- estimuladas 

con lipopolisacárido, indujeron mayor número de Treg, comparadas con sus contrapartes 

silvestres. In vivo también se observó que las células dendríticas Inhα-/- son más propensas a inducir 

respuestas tolerogénicas, al emplear un modelo de direccionamiento de antígeno (ovoalbúmina) a 

través de anti-DEC205 en ratones con células T CD4+CD25- OVA específicas transferidas de 

forma adoptiva. Por otra parte, observamos que en cultivo, los linfocitos T CD4+  vírgenes Inhα-/- 

no muestran diferencias en la inducción a Treg, en presencia de un estímulo policlonal y ausencia 
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de células dendríticas, al compararlos contra su contraparte silvestre. En conclusión, estos datos 

identifican a las Inhibinas como un regulador negativo clave en la tolerancia periférica de las 

células T. 
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3. Abstract 

The balance between inflammation and tolerance is crucial for the maintenance of an 

organism homeostasis, therefore the mechanisms that regulate the induction of regulatory T cells 

(Treg) are in constant study. The interaction between the T CD4+ lymphocytes  and the dendritic 

cell (DC), along with signals of the microenvironment, provide the necessary signals for T cell 

differentiation. The key role of TGFβ in Treg induction has been broadly studied; however, other 

members of this family, such as Activins, can synergize with the TGFβ favouring Treg induction 

in vitro. Moreover, recently we have reported that Inhibins play an important role in DC maturation 

and function, leading to a decrease  in T cell activation and diminishing DTH responses. In this 

work, we investigated the role of Inhibins in the induction of peripheral regulatory T cells in vitro 

(iTregs) and in vivo (pTregs). Our data show an increased percentage of pTregs in colonic lamina 

propria and mesenteric lymph nodes in Inhibin deficient mice, compared to Inhα wild type mice 

under homeostatic conditions, which correlated with increased expression of PD-L1 in CD103+ 

and CD8α+ DCs,  Inhα-/-. In vitro, LPS stimulated CD11c+ Inhα-/- DCs induced a higher number of 

Treg, compared to their wild type counterparts while in vivo, anti-DEC205-OVA DC targeting of 

mice with adoptively transferred OVA-specific T cells showed enhanced induced peripheral Treg 

numbers in Inhα-/- mice, showing that Inhα-/- DCs are prone to induce tolerogenic responses in vivo. 

On the other hand, we show that in culture, Inhα-/-  naïve T lymphocytes do not show an altered 

Treg induction compared to Inhα+/+, in the presence of a polyclonal stimulus and the absence of 

DCs. Overall, these data identify Inhibins as key regulators of peripheral T cell tolerance. 
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4. Introducción 

La constante interacción entre el organismo humano y el medio ambiente puede llevar al 

enfrentamiento del primero con diversos agentes que pueden alterar su homeostasis. El sistema 

inmunológico, formado por una extensa variedad de células y factores solubles, cuenta con 

mecanismos que permiten mantener la homeostasis del individuo, por un lado, protegiendo del 

daño causado por patógenos (inmunidad) o bien, manteniendo la tolerancia ya sea hacía lo propio 

o a antígenos inocuos externos. 

El sistema inmunológico, lleva a cabo su función de manera eficiente, ya que es capaz de 

responder o no a los antígenos reconocidos en diferentes contextos. En este sentido, la tolerancia 

es el proceso mediante el cual las células del sistema inmunológico son capaces de reconocer las 

células que forman parte del organismo como propias y por lo tanto, evitar el establecimiento de 

respuestas inmunológicas contra estas. Los linfocitos T y B sufren un proceso de selección positiva 

y negativa durante su maduración con la finalidad de impedir que se generen clonas autorreactivas, 

proceso conocido como tolerancia central; además, algunas células T CD4+ reciben señales en el 

timo, que las seleccionan a diferenciarse a células T reguladoras tímicas (tTreg), también 

conocidas como T reguladoras naturales, las cuales son capaces de suprimir respuestas 

inmunológicas 1. 

A pesar de que la mayor fuente de células Treg en el organismo son de origen tímico 

(tTreg), actualmente se sabe que un porcentaje considerable tiene su origen en la periferia (pTreg) 

2,3. Las pTreg pueden representar entre un 15 a 50 % del pool de Tregs, dependiendo del tejido y 

marcadores empleados 4,5. En la periferia, la generación de Tregs se da por la diferenciación de 

linfocitos T CD4+ vírgenes que reciben estimulación antigénica por parte de una célula 

presentadora de antígeno (APC), con una combinación apropiada de citocinas, como IL-2 y TGFβ. 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/TCWYe
https://paperpile.com/c/a6VwOv/zVJlY+pWTDO
https://paperpile.com/c/a6VwOv/6eNPw+2pEv
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Las células Treg producidas de esta manera son conocidas como T reguladoras inducidas (iTreg) 

cuando se generan in vitro o T reguladoras inducidas en periferia (pTreg) cuando se generan in 

vivo6. Ambas poblaciones de células Treg, tímicas y periféricas, cooperan en el mantenimiento de 

la homeostasis inmunológica 7. 

a.  Células T reguladoras 

Las células T reguladoras juegan un papel clave en la tolerancia central y periférica 

previniendo el desarrollo de autoinmunidades y restringiendo las respuestas inflamatorias 

inmunológicas contra patógenos. El balance entre las células T efectoras y reguladoras es crítico 

para el mantenimiento de la homeostasis 8. 

Las células Treg, descritas en 1999 por Itoh and Sakaguchi et al 9, son una subpoblación 

de linfocitos T CD4+, caracterizadas por un alto nivel de expresión de CD25 (cadena α del receptor 

a IL-2) y FoxP3, considerado el factor de transcripción maestro en la regulación del desarrollo y 

función de las Treg 10. De hecho, mutaciones de pérdida de la función en FOXP3 resultan en una 

enfermedad linfoproliferativa autoinmune fatal (síndrome de inmunodesregulación - 

poliendocrinopatía - enteropatía ligada a X, IPEX) en humano 11. Por lo tanto, la habilidad de la 

Tregs para suprimir diversas respuestas de células inmunológicas se ha vuelto relevante para 

entender enfermedades y respuestas inflamatorias 12. 

Como se mencionó previamente, se han identificado 2 subpoblaciones principales de Treg 

in vivo: células T reguladoras tímicas y células T reguladoras periféricas, dependiendo del lugar 

donde llevan a cabo su diferenciación (Figura 1). Las tTreg y pTreg expresan el factor de 

transcripción FoxP3 y comparten la expresión de algunos receptores de superficie como CD25, 

GITR y CTLA-42, los cuales están asociados a su función y cuya expresión está regulada por  

Foxp3 en conjunto con Runx113. Otros receptores y factores de transcripción han sido propuestos 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/XC4qq
https://paperpile.com/c/a6VwOv/7ZsDV
https://paperpile.com/c/a6VwOv/A4LWz
https://paperpile.com/c/a6VwOv/xEzEn
https://paperpile.com/c/a6VwOv/I3T6m
https://paperpile.com/c/a6VwOv/Ty4lh
https://paperpile.com/c/a6VwOv/hjCaL
https://paperpile.com/c/a6VwOv/zVJlY
https://paperpile.com/c/a6VwOv/u54l
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como específicos para tTreg, como: Neuropilina y Helios 14,15.  Sin embargo, otros grupos señalan 

que Helios también puede ser expresado en pTregs u otras poblaciones de células T efectoras 16  y 

que Neuropilina se puede expresar en pTregs que se desarrollan en un contexto de inflamación 

crónica 16,17. 

 

 
Figura 1. Desarrollo de las células T reguladoras Foxp3+. Las Treg FoxP3+ pueden 

diferenciarse en el timo a partir de precursores, dando lugar a las tTreg o en la periferia, a partir de 
células T vírgenes Foxp3-, dando lugar a las pTreg 18. 

 

Células T reguladoras tímicas 

Las células T reguladoras tímicas, a diferencia de las T vírgenes, se diferencian a células 

funcionalmente competentes en el timo, como su nombre lo indica, y se encuentran en un 

porcentaje entre 5 y 10% en la periferia (ganglios linfáticos) 19.   

https://paperpile.com/c/a6VwOv/tx5j
https://paperpile.com/c/a6VwOv/8gIa
https://paperpile.com/c/a6VwOv/zG2Lf
https://paperpile.com/c/a6VwOv/zG2Lf+gdAMH
https://paperpile.com/c/a6VwOv/AM8KG
https://paperpile.com/c/a6VwOv/SQEQc
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Las células tímicas epiteliales medulares (mTECs) y las células dendríticas (DCs) son las 

principales células presentadoras que participan en la diferenciación tímica de las Tregs. Las 

mTECs son capaces de expresar y presentar antígenos tejido-específicos, cuya expresión está 

controlada por el regulador transcripcional regulador autoinmune (AIRE, por sus siglas en inglés 

“Autoimmune regulator”). Por otro lado, las DCs plasmacitoides, así como las DCs SIRPα+, 

migran a timo desde la periferia, por lo que potencialmente pueden presentar antígenos 

extracelulares capturados del microambiente periférico 20. 

Previamente, se demostró que las Treg se desarrollan a través de un proceso de dos pasos 

en el timo, en el cual, el primer paso es dirigido por señales fuertes a través del receptor de células 

T (TCR, por sus siglas en inglés “T cell receptor”)  21, lo cual lleva a la regulación positiva de 

CD25, así como de receptores miembros de la superfamilia de TNF (GITR, OX40, TNFR2) 21,22; 

mientras que el segundo paso lleva a la conversión del progenitor CD25+ a una célula tTreg 

madura CD25+Foxp3+ de manera dependiente de IL-2 y del factor de transcripción STAT522,23. 

Por otro lado, otro progenitor de tTregs ha sido caracterizado en el timo, el cual presenta una baja 

expresión de Foxp3 y es CD25-24. Este progenitor muestra una alta expresión de GITR y de OX40 

y se puede diferenciar a una Treg madura CD25+Foxp3+ tras la estimulación con IL224. 

 Recientemente, se ha descrito que ambos progenitores pueden diferenciarse a tTreg 

maduras (progenitor de Treg CD25+Foxp3- y progenitor de Treg CD25-Foxp3lo) 25. Owen et al. 

demostraron que ambos progenitores tienen una eficiencia de generación de Tregs comparable, 

tanto in vitro como in vivo, sin embargo, las vías de desarrollo difieren tanto en transcriptomas 

como en repertorios de TCR. Los progenitores CD25+ muestran una mayor apoptosis y se 

desarrollan a Treg madura de manera más rápida, además tienen mayor reactividad a antígenos 

propios en el timo, comparados con los progenitores Foxp3lo. Además, el desarrollo a Treg de estas 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/mDfoI
https://paperpile.com/c/a6VwOv/eZMmT
https://paperpile.com/c/a6VwOv/eZMmT
https://paperpile.com/c/a6VwOv/AFOv
https://paperpile.com/c/a6VwOv/AFOv+0LsL
https://paperpile.com/c/a6VwOv/HwJ9
https://paperpile.com/c/a6VwOv/HwJ9
https://paperpile.com/c/a6VwOv/oLnt
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dos subpoblaciones de progenitores es controlado por diferentes citocinas (los progenitores 

Foxp3lo dependen de IL-4), vías de señalización (los progenitores Foxp3lo son dependientes de la 

activación de NFkB1 y de la secuencia conservada no codificante 3 (CNS3, por sus siglas en ingles 

“Conserved Non coding Sequences”)) y células estromales. De manera importante, se ha 

observado que solo las Treg diferenciadas a partir de los progenitores CD25+ pueden proteger 

contra la encefalomielitis autoinmune experimental, mientras que las Treg diferenciadas a partir 

de los progenitores Foxp3lo pueden proveer protección en un modelo de colitis por transferencia 

de células T 25, sugiriendo que ambas poblaciones tienen papeles diferentes en la autoinmunidad. 

Mientras las nTreg que se generan a partir de progenitores CD25+ se desarrollan a través de un 

proceso de selección agonista, que comparte similitudes con el proceso de selección negativa, y 

resulta principalmente en Tregs maduras con TCRs que reconocen con alta afinidad antígenos 

presentes en el timo, aquellas que se generan a partir de los progenitores Foxp3lo se desarrollan a 

través de un proceso más parecido a la selección positiva, resultando en un repertorio de TCR 

capaz de reaccionar tanto a antígenos propios como no propios, explicando las diferencias en 

función e indicando que las Treg provenientes de los progenitores Foxp3lo podrían estar 

complementando la función de las pTreg25. 

Además, la diferenciación a tTreg es regulada por la disponibilidad de IL-2 y/o IL-7, lo 

cual se ha evidenciado en el ratón deficiente de la cadena gamma común de receptores de citocinas 

(γc, CD132), en el cual hay una pérdida completa de Tregs. El factor de transcripción STAT5, es 

el principal responsable de los efectos de la señalización por el receptor a IL-2 26. A pesar de su 

papel esencial, la IL-2 se encuentra en cantidades limitadas en timo, lo que restringe el desarrollo 

de tTreg27. Se ha demostrado que la IL-2 producida por los propios timocitos es necesaria y 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/oLnt
https://paperpile.com/c/a6VwOv/oLnt
https://paperpile.com/c/a6VwOv/wgk4H
https://paperpile.com/c/a6VwOv/eygop
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suficiente para el desarrollo de las tTreg, posiblemente por las células simples positivas CD4+ que 

se encuentran diferenciándose a células T CD4+ 28,  

Células T reguladoras periféricas 

Los eventos de señalización requeridos para inducir pTreg son diferentes comparados con 

aquellos necesarios para la diferenciación de tTreg. Para la diferenciación de pTreg se requiere de 

TGFβ para la inducción de la expresión de FoxP3, así como bajos niveles de activación del TCR 

y bajas señales co-estimuladoras. La diferencia en estos requerimientos está asociada con la 

regulación transcripcional del gen de FoxP3 en cada una de estas subpoblaciones 29.  

La importancia del TGFβ para el desarrollo de Treg fuera del timo ha sido ampliamente 

estudiada, desde el descubrimiento, en 2003, de que el TGFβ puede inducir FoxP3 en células T 

vírgenes 30. De hecho, el fenotipo de los ratones deficientes de FoxP3 es muy semejante al que 

presentan los animales deficientes en TGFβ1, ambos ratones desarrollan un síndrome autoinmune 

linfoproliferativo letal, y mueren debido a la enfermedad a las 3-4 semanas de edad 31,32. Los 

ratones deficientes de TGFβ1 muestran un desarrollo normal de tTreg en el timo, pero las pTreg 

se encuentran reducidas en número de manera significativa 33. Además, con ratones deficientes 

para Smad2 y/o Smad3 (factores de transcripción activados por la vía de señalización canónica de 

TGFβ), específicamente en las células T,  se ha demostrado que estos son esenciales para la 

inducción de FoxP3 34,35. Al igual que el ratón deficiente de TGFβ1, los ratones deficientes de 

Smad2 y Smad3, específicamente en las células T, poseen un número normal de tTreg, pero un 

número disminuido de Treg en periferia 34. 

FoxP3: regulación de su expresión y estabilidad. 

FoxP3 presenta tres dominios principales: un dominio N-terminal, rico en prolina, 

responsable de la represión transcripcional, el dominio ZL (dedos de zinc y leucina en cremallera) 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/rpQl
https://paperpile.com/c/a6VwOv/bAyvs
https://paperpile.com/c/a6VwOv/pGKQD
https://paperpile.com/c/a6VwOv/ocZJQ+4vYOB
https://paperpile.com/c/a6VwOv/a081p
https://paperpile.com/c/a6VwOv/AqpS9+PMeK5
https://paperpile.com/c/a6VwOv/AqpS9
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que facilita la formación de homodímeros o tetrámeros de FoxP3 o su asociación con otros factores 

de transcripción y el dominio C-terminal, altamente conservado y responsable de su unión al 

DNA36. El dominio N-terminal regula la importación nuclear de FoxP3, la interacción con otros 

factores de transcripción y la estabilidad de FoxP3 a través de modificaciones post-

traduccionales37. 

En el locus del gen de FoxP3 se han identificado 4 secuencias altamente conservadas no 

codificantes, designadas como CNSs (por sus siglas en inglés “Conserved Non coding 

Sequences”), además del promotor, y se ha observado que estas secuencias juegan un papel 

importante en la diferenciación de Tregs 38,39. Las funciones de estas regiones, denominadas CNS0, 

CNS1, CNS2, y CNS3 han sido ampliamente estudiadas en Treg, y se ha identificado que pueden 

modular la diferenciación, función, estabilidad de estas células (Figura 2)40. El promotor de Foxp3 

se encuentra 6.5 kb río arriba del exon 1 y está definido por una caja TATA, una caja GC, así como 

múltiples sitios de unión a factores de transcripción en aproximadamente 500 bp río arriba del sitio 

de inicio de la transcripción41. CNS0, que es la región más recientemente descrita, se localiza en 

un intrón del gen aledaño del locus de Foxp3 en la región 5´40. Por su parte, CNS1 se localiza en 

el primer intrón, aproximadamente 2kb río abajo del promotor 42. CNS2 también se encuentra en 

el primer exón, aproximadamente 4kb río abajo del promotor y tiene aproximadamente 1200 bp 

de largo43. Por su parte CNS3 se encuentra en el segundo intrón, inmediatamente después del 

primer exón codificante, aproximadamente 7 kb río abajo del sitio de inicio de la transcripcion38. 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/ffRUo
https://paperpile.com/c/a6VwOv/LGOhf
https://paperpile.com/c/a6VwOv/IbqWm+3o2J0
https://paperpile.com/c/a6VwOv/P9Nh
https://paperpile.com/c/a6VwOv/jOZC
https://paperpile.com/c/a6VwOv/P9Nh
https://paperpile.com/c/a6VwOv/8CW8
https://paperpile.com/c/a6VwOv/oVMo
https://paperpile.com/c/a6VwOv/IbqWm


14 
 

 

Figura 2. Diagrama esquemático de la regulación transcripcional del locus de Foxp3. 

Se muestran las regiones reguladoras del locus de Foxp3, incluyendo el promotor, CNS0, CNS1, 

CNS2 y CNS3. En la parte superior se observan los factores de transcripción (TFs) que se unen a 

cada región y en la inferior la función de cada región regulatoria (Tomado de Lee et al.40). 

 

De manera importante, CNS1 contiene 2 sitios consecutivos de unión a Smad, y por 

ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) se ha confirmado el reclutamiento de Smad3 

a esta región 44. Los ratones deficientes de la región CNS1 desarrollan inflamación alérgica tipo 

Th2 de manera espontánea, así como defectos en la diferenciación de pTreg en tejido linfoide 

asociado a intestino, pero no de tTreg 38,39, mostrando la importancia de esta región para la 

generación de iTreg/pTreg.  

En cambio, se ha observado que la deleción de CNS3, que contiene un sitio de unión a c-

Rel, causa una severa reducción en el número de tTreg, lo cual indica la importancia de CNS3 en 

la generación de tTreg 45,38. 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/P9Nh
https://paperpile.com/c/a6VwOv/FnJh5
https://paperpile.com/c/a6VwOv/IbqWm
https://paperpile.com/c/a6VwOv/3o2J0
https://paperpile.com/c/a6VwOv/ny0Qw
https://paperpile.com/c/a6VwOv/IbqWm
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Por su parte CNS2, también conocida como Treg cell-specific demethylated region 

(TSDR), contiene islas CpG, las cuales se encuentran altamente desmetiladas en las Treg, lo cual 

lleva a la estabilización de la expresión de Foxp336. Esto se debe a que la desmetilación de CNS2 

lleva al reclutamiento de varios factores de transcripción como STAT5, NFAT, Runx1/Cbfb, 

CREB y FoxP337,46. De hecho, la deleción de CNS2 no cambia la generación tTreg, sino que afecta 

la estabilidad de la expresión de Foxp3 durante la proliferación 38. Es por esto que la desmetilación 

de la región TSDR es considerada como el marcador definitivo del compromiso al linaje de Treg 

47.  

Tanto las tTreg como las pTreg tienen la región TSDR desmetilada 48,49, es por esto que 

comparten un patrón global de expresión génica, estabilidad y fenotipo. Sin embargo, estudios de 

metilación en motivos CpG conservados del promotor de FoxP3 han evidenciado diferencias 

epigenéticas entre tTreg y pTreg, donde las tTreg muestran mayor desmetilación y una expresión 

más estable de FoxP3 50. A diferencia de las tTreg y las pTreg, las iTreg presentan la región TSDR 

metilada, lo cual explica su inestabilidad (Figura 3)51. 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/ffRUo
https://paperpile.com/c/a6VwOv/erqKs+LGOhf
https://paperpile.com/c/a6VwOv/IbqWm
https://paperpile.com/c/a6VwOv/24uo
https://paperpile.com/c/a6VwOv/37rkz+xZdBj
https://paperpile.com/c/a6VwOv/acvjG
https://paperpile.com/c/a6VwOv/nqAv
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Figura 3. Papel de la desmetilación de CNS2 en la expresión estable de Foxp3. En las células 
Treg tímicas, los sitios CpG se encuentran totalmente desmetilados, lo cual contribuye a la 
expresión sostenida de Foxp3. CNS2 contiene sitios de unión para diferentes factores de 
transcripción, como STA5, NFAT, Runx1/Cbfb, CREB y Foxp3. En cambio, cuando CNS2 se 
encuentra altamente metilado, como es el caso para las iTreg, los factores de transcripción no se 
pueden unir, y como resultado la expresión de Foxp3 es muy inestable (Tomado de Ito et al.51). 

 

Además de la desmetilación de la región TSDR del gen FoxP3, las Tregs presentan un 

patrón de hipometilación CpG específica en otros genes como TNF-rs 18, CTLA-4, Ikzf4 e IL2ra. 

Este patrón de hipometilación está asociado al aumento y estabilización de la expresión de 

FoxP352.  

Recientemente, se ha demostrado que Foxp1 es esencial para el mantenimiento de la 

expresión óptima de FoxP3 en pTregs. La deleción de Foxp1 lleva a una perdida gradual de FoxP3 

en las pTregs, resultando en una reducción dramática de las Treg Helios-Neuropilina-, así como a 

un aumento de la inflamación intestinal en ratones viejos 53.  

https://paperpile.com/c/a6VwOv/nqAv
https://paperpile.com/c/a6VwOv/tvCqs
https://paperpile.com/c/a6VwOv/RStAR
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El mantenimiento de la firma transcripcional de las pTreg depende de la expresión de 

FoxP3, de forma similar a lo que ocurre en las tTreg 4. FoxP3 puede regular genes en las células 

Tregs de 2 maneras: 1) Mediante la amplificación del patrón de genes de tipo Treg y 2) por la 

represión de sus genes blanco tras la activación de la célula Treg (revisado en 12). En este sentido, 

se ha observado que FoxP3 amplifica y estabiliza la expresión de genes que codifican moléculas 

de superficie o de secreción como Fgl2, CD73, CD39, TRAIL o CTLA-4, y al mismo tiempo 

FoxP3 refuerza la represión de citocinas producidas en la respuesta inmunológica de manera 

dependiente a la activación del TCR como son IL-4, IFNγ, TNFα, IL-17 e IL-21. Además, FoxP3 

altera la respuesta de las Treg a señales del microambiente a través de la modulación de moléculas 

de superficie y de señalización las cuales promueven tanto la homeostasis como el linaje54. 

Función de las Treg 

En cuanto a la función de las subpoblaciones de Treg, se ha demostrado que las tTreg tienen 

un papel crucial en el control de enfermedades autoinmunes 9, 55; mientras que las pTreg parecen 

ser más relevantes en contener inmunopatologías tras una respuesta inmunológica y en el contexto 

de homeostasis intestinal 56; 55. Se ha demostrado que las pTregs también tienen una contribución 

importante en el control de la respuesta autoinmune57, ya que la deficiencia de pTregs es suficiente 

para resultar en condiciones autoinmunes mediadas por células T58. En contraste, el 

enriquecimiento de pTregs disminuye la alergia, contribuye a la tolerancia a órganos 

transplantados y aumenta la tolerancia materno-fetal39,59 . 

También se ha descrito que los papeles de estas dos subpoblaciones, tTreg y pTreg, son no 

redundantes, ya que se ha observado que ambas subpoblaciones son necesarias para la prevención 

total de colitis 60. Esto fue demostrado por Haribhai et al., quienes evaluaron la función de las 

pTregs en un modelo de colitis inducido en ratones linfopénicos (Rag1-/-), por la transferencia de 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/6eNPw
https://paperpile.com/c/a6VwOv/hjCaL
https://paperpile.com/c/a6VwOv/OQprZ
https://paperpile.com/c/a6VwOv/xEzEn
https://paperpile.com/c/a6VwOv/JDRC2
https://paperpile.com/c/a6VwOv/mK4D5
https://paperpile.com/c/a6VwOv/JDRC2
https://paperpile.com/c/a6VwOv/2ybDq
https://paperpile.com/c/a6VwOv/WtO2z
https://paperpile.com/c/a6VwOv/3o2J0+qZ3jD
https://paperpile.com/c/a6VwOv/wzLP0
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células T CD45RBhiCD4+. En este modelo se observó que tanto las tTreg como las pTreg 

generadas in situ tienen la capacidad de suprimir la proliferación de las células T in vitro, mientras 

que in vivo la ausencia de estas acelera la enfermedad. Además, se observó que in vivo la 

transferencia combinada de pTregs inducidas in situ y tTregs suprime la inflamación en el intestino 

y reestablece la tolerancia, mientras que si solo se transfieren pTregs los ratones desarrollan una 

enfermedad crónica y al transferir únicamente nTregs, los ratones muestran ganancia de peso y 

mejoría clínica, sin embargo la sobrevida no es significativamente diferente de la que se observa 

en los ratones transferidos solo con pTreg; mostrando con esto que para tener una supresión 

eficiente de la enfermedad es necesario que ambos compartimentos de Treg estén presentes. En 

este trabajo, también se demostró que las pTreg, al igual que las nTreg, requieren Foxp3 para su 

actividad supresora y su estabilidad fenotípica; sin embargo, tienen un perfil de expresión génica 

distinto al de las nTreg, indicando que tanto su desarrollo como su mecanismo de acción puede ser 

diferente 4.  

Las células Treg pueden suprimir diversas células del sistema inmunológico, incluyendo 

linfocitos B, linfocitos T CD4+ y CD8+, NK, NKT, y células presentadoras de antígeno, como las 

DCs61. Se han propuesto varios mecanismos de supresión mediados por Treg (Figura 4), a través 

de los cuales estas células ejercen su función, estos incluyen de manera general: secreción de 

citocinas inmunosupresoras, citólisis, disrupción metabólica, modificación del estado de 

activación de las DCs, entre otros 62.  

Dentro de las citocinas inmunosupresoras que pueden secretar las Treg se han descrito la 

IL-10, IL-35 y TGFβ. En este sentido, se sabe que la IL-10 tiene un papel importante en la 

supresión mediada por Treg en la inflamación intestinal 63, y en la tolerancia materno-fetal 64. Se 

ha observado que la deleción específica de IL-10 en Treg resulta en un aumento de la inflamación 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/6eNPw
https://paperpile.com/c/a6VwOv/KyQ9
https://paperpile.com/c/a6VwOv/oC5e
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alérgica65, mientras que mutaciones en los receptores de esta citocina inducen un desarrollo 

temprano de enfermedad inflamatoria intestinal (IBD, por sus siglas en inglés “inflammatory 

bowel disease”) 66. Además, recientemente se identificó que la IL-10 controla la producción de 

IFNγ por células T en la piel inflamada, mientras que en el ganglio  linfático la IL-10 no es 

necesaria para controlar la producción de IFNγ, mostrando que las Treg emplean diferentes 

mecanismos dependiendo del sitio y momento de la respuesta, siendo la IL-10 importante en el 

caso de tejidos inflamados  67. En cuanto al TGFβ, ya hemos mencionado que los ratones 

deficientes de TGF-β1 desarrollan autoinmunidad en semanas tras el nacimiento 32, al igual que 

los ratones que carecen de TGF-β específicamente en las células T 68.  También se ha demostrado 

que el TGFβ en la membrana de las Tregs media la supresión dependiente de contacto en células 

CD8+infiltrantes de islotes pancreáticos 69, y se ha observado que la producción de TGFβ1 es 

necesaria para la prevención de colitis 70. Además, en Tregs humanas el TGFβ puede conferir 

actividad supresora a las células T CD4+, de manera contacto dependiente a través de un 

mecanismo conocido como tolerancia infecciosa 71,72. IL-35 también es una citocina implicada en 

la supresión mediada por Treg, de hecho se ha demostrado que puede inhibir directamente la 

proliferación de las células T CD4+ 73 y que las Treg deficientes en alguna de las cadenas de IL-

35 tienen una menor capacidad de supresión in vitro e in vivo en un modelo de IBD 73.  

Otro de los mecanismos a través de los cuales las Treg pueden llevar a cabo la supresión 

es la citólisis. Se ha observado que las nTregs humanas activadas expresan granzima A, y que la 

muerte de células blanco a través de las Treg puede estar mediada por granzima A y perforina 74. 

Además en Treg de ratón la expresión de granzima B se encuentra aumentada 75, y de hecho las 

células Treg de ratones deficientes de granzima B tienen una disminución en la actividad supresora 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/ttgb
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in vitro 76. También, se ha demostrado que las Treg pueden matar células B de manera dependiente 

de granzima B y perforina, lo cual resulta en supresión de la función de células B 77.  

En cuanto a la disrupción metabólica, las Tregs pueden consumir las citocinas necesarias 

para que otras subpoblaciones celulares puedan llevar a cabo sus funciones efectoras. Por ejemplo, 

las Tregs no son capaces de producir IL-2, pero tienen niveles más altos de CD25 que otros 

linfocitos T, por lo cual son más eficientes para utilizar la IL-2 del microambiente; mediante este 

mecanismo pueden  disminuir la capacidad de activación, proliferación y supervivencia de las 

células T efectoras 78. Además, las Tregs tienen una alta expresión de CD39 y CD73, dos 

ectoenzimas que hidrolizan el ATP/ADP/AMP para generar adenosina pericelular, la cual suprime 

las respuesta de células T efectoras a través de la activación del receptor a adenosina 2A (A2AR) 

79,80. De manera interesante, la unión de adenosina a A2AR podría promover la generación y/o el 

mantenimiento de las Tregs al inducir la secreción de TGF-β e inhibir la secreción de IL-6 81. 

Además, las Treg pueden modificar la función de las células presentadoras de antígeno de 

manera dependiente de contacto82, ya que las moléculas co-estimuladoras y co-inhibidoras 

expresadas en ambas células, Tregs y APCs, juegan un papel esencial en el desarrollo y función 

supresora de las Tregs en diferentes pasos83  Se ha demostrado por ejemplo, que la regulación 

negativa de la expresión CD80/86  en las APCs por las Tregs 84 es parcialmente dependiente de 

CTLA-4 y LFA-1, lo cual inhibe la activación de las T CD4+ por las APCs tanto in vitro 85 como 

in vivo 86; esta regulación negativa se lleva a cabo tras la captura de estos ligandos por CTLA-4 en 

un proceso de transendocitosis 87. 
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Figura 4. Mecanismos de supresión de las células T reguladoras. Las células Treg 
pueden generar adenosina (inmunosupresora) o transferir cAMP a las células T CD4+ . Las Treg 
también pueden producir citocinas inmunosupresoras como IL-10, TGFβ e IL-35, y pueden 
suprimir el consumo de IL-2 o inducir la muerte de las células efectoras a través de granzima y 
perforina. Ademas, las Tregs pueden suprimir Tcons indirectamente a través de la regulación 
negativa de moléculas coestimuladoras en las APCs (como en las DCs) a través de CTLA-4 
(Tomado de Schmidt et al 61). 

 

pTreg en intestino 

Las pTreg se encuentran enriquecidas en algunos órganos, por ejemplo en mucosas, como 

ocurre en el tejido linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés “Gut-Associated 

Lymphoid Tissue”), donde tienen un papel importante en el establecimiento y mantenimiento de 

la tolerancia de respuestas inmunológicas que se inicien hacia microbiota residente de tejido o 

antígenos externos derivados de la dieta (tolerancia oral) 88–90.  
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Las pTreg se encuentran abundantemente en intestino debido, entre otras cosas, a la 

expresión abundante de TGFβ y de ácido retinoico (RA), el cual también promueve la generación 

de pTregs91. Tanto el TGFβ como el RA pueden ser producidos por las DCs CD103+ en este 

tejido92. El ácido retinoico induce la unión del receptor de ácido retinoico (RAR) y del receptor X 

a retinoides (RXR) a CNS1, así como al promotor de FoxP393, lo cual lleva a un incremento de 

acetilación de histonas en los sitios de unión a Smad3 de CNS1, incrementando la unión de Smad3 

fosforilada. 

Recientemente se ha observado que algunos metabolitos de especies de bacterias residentes 

de intestino pueden regular a las Treg en intestino. Por ejemplo, el butirato y el propionato (ácidos 

grasos de cadena sencilla), producidos por bacterias comensales, facilitan la diferenciación de 

pTregs89,90. El butirato inhibe la actividad de la histona deacetilasa y aumenta la acetilación de la 

histona H3 en el promotor y en las regiones CNS del locus de FoxP3, lo cual aumenta la generación 

de pTreg89,90. 

La tolerancia oral es inducida principalmente en ganglios linfáticos mesentéricos (MLN), 

ya que se ha observado que la remoción quirúrgica de estos disminuye la inducción de la tolerancia 

oral94 lo que es probablemente el sitio de inducción principal de pTreg a antígenos administrados 

oralmente. Estas pTreg migran al intestino e inducen tolerancia95. 

Para inducir pTregs específicas a antígenos administrados de manera oral en MLN, las DCs 

deben obtener los antígenos del intestino, ya sea capturando antígenos luminales o a través de las 

células caliciformes 96,97 y luego migrar al MLN de manera dependiente de CCR7, donde presentan 

antígenos a las células T, lo cual conlleva la inducción de células T reguladoras específicas 98. 

En este contexto, las células dendríticas CD103+ presentes en el tejido linfoide asociado a 

intestino (GALT) o en ganglios linfáticos mesentéricos que drenan el intestino, son capaces de 
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inducir la expresión de Foxp3 en células T CD4+ vírgenes, favoreciendo la generación de células 

pTregs, a través de la producción de TGFβ y RA 7,19,92. Además, se ha demostrado que 

específicamente las células dendríticas CD103+ que expresan niveles altos de PDL- (programmed 

cell death ligand)-1 inducen Treg de manera eficiente, poniendo de manifiesto la importancia de 

la interacción entre la célula dendrítica y el linfocito T, a través de sus moléculas co-estimuladoras 

o co-inhibidoras. 

 

b. Células dendríticas 

Las células dendríticas son un grupo heterogéneo de células especializadas en la 

presentación de antígeno, las cuales son cruciales en la inducción de respuestas inmunológicas 

innatas y adaptativas efectivas, con lo cual tienen un papel fundamental en la respuesta inmune, 

así como en el establecimiento de tolerancia. Dentro de la población de células dendríticas existen 

diversas poblaciones, las cuales tienen características fenotípicas y funciones diferentes, por lo que 

se han usado diversos parámetros para clasificarlas, como son: fenotipo, ontogenia, perfil de 

expresión génica y funciones especializadas. 

 Las DCs tienen su origen en en la médula ósea, a partir del progenitor común linfoide 

(CLP), así como del progenitor mieloide común (CMP), que se diferencian hasta Pre-DCs. Las 

Pre-DCs llegan a los tejidos periféricos, donde se diferencian a células dendríticas. De acuerdo al 

tipo de órgano donde las Pre-DCs llevan a cabo su diferenciación, órganos linfoides u órganos no 

linfoides, podemos encontrar células dendríticas residentes (rDCs) o migratorias (mDCs) 99,100. 

Ambas poblaciones, conocidas como DC convencionales (cDC), pueden identificarse en los 

ganglios linfáticos de acuerdo al nivel de expresión de MHC-II y CD11c de cada una, siendo 

CD11chiMHC-IImed las rDCs y las CD11cmedMHC-IIhi mDCs 100.  
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En este contexto, las cDC pueden subdividirse en 2 principales subtipos: las tipo 1 (cDC1), 

que incluyen a las rDCs CD8α+ y a las mDC CD103+; y las tipo 2 (cDC2), las cuales incluyen a 

las rDCs CD4+/CD11b+ y a las mDCs CD24/CD11b+ 101.  Además, en intestino se ha descrito 

una población atípica, donde CD103 y CD11b son co-expresados. 

Las cDC1 tienen una estricta dependencia a FLT3L para su diferenciación 102  y requieren 

GM-CSF (Factor estimulante de colonias granulocítica y monocítica) para el mantenimiento de su 

ciclo celular 103. Durante su desarrollo estas células requieren el regulador transcripcional ID2 

(Inhibidor de la proteína de unión a DNA o DNA-binding protein inhibitor ID2), los factores de 

transcripción BAFT3 (Factor de transcripción de cierre de leucina básico tipo ATR3), IRF8 (Factor 

regulador de interferón 8) y NFIL3 (Factor nuclear regulado por IL-3); sin embargo el mecanismo 

por el cual son regulados estos factores aún no se define 104–106. Las moléculas de superficie XCR1 

y Clec9a, expresadas en estas células, son marcadores conservados en ratón y humano 107–110. 

Además, las cDC1 expresan TLR 3, 4, 11 y 13, por lo que pueden reconocer una variedad de 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) 104,111,112. Particularmente la expresión de 

TLR3, la cual se da solo en esta subpoblación de DCs, muestra la relevancia de estas células como 

sensores primarios en infecciones virales 101 (Figura 5). 

Por otro lado, las cDC2, también son dependientes de FLT3, y parcialmente de GM-CSFR 

(Receptor de GM-CSF) 103,113,114. Los factores de transcripción que orquestan la diferenciación de 

las DCs CD11b+ no han sido descritos a detalle como en el caso de las cDC1. Sin embargo, se ha 

observado que las DCs CD11b+ESAM+ de bazo dependen de Notch 2 (Neurogenic locus notch 

homolog protein 2)113,115 , Relb (V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B) 116 y de 

Ltr (Receptor de linfotoxina) 117. Mientras que en la población intestinal CD11b+CD103+ se 

requiere de IRF4 para su desarrollo y mantenimiento 113,115,118. Las DCs CD11b+ expresan TLR 5, 
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6, 7, 9 y 13, y RIG-1. Se ha identificado que estas subpoblación de células pueden inducir 

respuestas de T tipo Th2 y Th17 113,115,118; 119–121 (Figura 5). 

 
Figura 5. Propiedades funcionales de las DCs durante condiciones homeostáticas y en 
inflamación. Representación esquemática de las diferentes propiedades funcionales de las 
subpoblaciones de DCs en relación a sus propiedades de activación de las células T. Modificado 
de Schlitzer et al  101. 
 

Las subpoblaciones de cDCs expresan repertorios únicos de receptores lectina tipo C 

(CLRs), los cuales están involucrados en la internalización de antígeno y en encaminar a estos 

hacia los compartimentos de MHC-I y MHC-II, influenciando por lo tanto las respuestas de células  

T122. En el estado estable u homeostático, DEC-205 (Clec13B) y Clec9A se encuentran expresadas 

predominantemente en las DCs CD8+ 123. En cambio, las cDCs CD8- expresan especificamente 

Clec4A (DCIR2)123. 

Además de las poblaciones de cDC, otras poblaciones de DCs han sido descritas, las cuales 

se conocen como DCs no convencionales, ya que, aunque también tienen su origen en médula 

ósea, no comparten los mismos progenitores con las cDCs. Dentro de las DCs no convencionales, 

podemos distinguir a las DCs plasmacitoides (pDCs), las cuales se caracterizan por su capacidad 
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de producir grandes cantidades de IFN-tipo I en respuesta a la estimulación por virus, y a las DCs 

inflamatorias, las cuales se diferencian a partir de monocitos en condiciones de inflamación (Mo-

DCs) en tejido, ya sea debido a infección por patógenos o bien, durante enfermedades autoinmunes 

124. 

Las células de Langerhans (LC), descritas como una población de DCs presentes en la 

epidermis, tienen de hecho una ontogenia embriónica única 125,126, su diferenciación es 

independiente de FLT3Lc104  y requieren de CSF-1R y de TGFβ 125,127. 

Maduración y función de las células dendríticas. 

Una vez que las DCs se han diferenciado, estas se encuentran en un estado inmaduro (iDC), 

en el cual son poco eficientes presentando complejos péptido/MHC sobre su superficie, ya que, 

por ejemplo, su actividad lisosomal se encuentra atenuada 128. Las iDCs se caracterizan por tener 

una alta capacidad de endocitosis y procesamiento de antígenos, además de tener baja expresión 

de MHC-II y de moléculas co-estimuladoras como: CD40, CD80 y CD86. Las iDCs censan 

continuamente la presencia de antígenos en los tejidos, y expresan diversos receptores de 

quimiocinas, dependiendo del tejido donde se encuentren. Además, la expresión de receptores de 

quimiocinas CCR1, CCR2, CCR5, CCR6 y CXCR1 facilitan el reclutamiento de las DCs hacia el 

sitio de inflamación 129. 

 Tras el reconocimiento de señales de daño o peligro a través de los PRRs (Receptores de 

reconocimiento de patrones) presentes en su superficie, como TLRs o CLRs, las iDCs capturan y 

procesan antígenos en presencia de citocinas proinflamatorias, sufriendo cambios funcionales 

conocidos como "maduración" 130.  Durante su maduración las DCs incrementan su habilidad de 

presentar antígenos a través de MHC en su superficie 122. Una de las características del proceso de 

maduración es la regulación positiva de la expresión de los receptores de quimiocinas CCR7 y 
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CXCR4, los cuales permiten a las DCs maduras migrar hacia el dLN, donde se puede dar la 

activación de las células T 131,132. Además, las DCs incrementan la expresión de MHC-II, CD40, 

CD80 y CD86 para que, en conjunto con la secreción de citocinas proinflamatorias como IL-12, 

TNFα, IL-1β e IL-6, presenten antígenos y activen linfocitos T y se inicie por tanto una respuesta 

inmunológica adaptativa 133,134. 

La maduración de las DCs, es un paso esencial para que posteriormente se de la inducción 

de respuestas de linfocitos T. La activación del linfocito T es un proceso que depende de 3 señales, 

las cuales son provistas por la célula presentadora de antígeno (APC), como las DCs, y por el 

microambiente en el cual se lleva a cabo la respuesta. La primera señal, resulta de la unión del 

TCR al MHC cargado con péptidos derivados de patógenos u otros antígenos. Aunque esta señal 

es importante ya que asegura la respuesta antígeno específica, por sí sola no es suficiente para 

iniciar la respuesta inmunológica 135,136. La segunda señal, está dada por moléculas co-

estimuladoras, que promueven la proliferación de los linfocitos T, o co-inhibidoras, que atenúan 

las respuestas de T. Esta segunda señal, es vital para determinar el tipo de respuesta de células T 

que tendrá lugar, y que es definida con una tercera señal. Esta tercera señal, dada por citocinas 

derivadas de las DCs, promueve la diferenciación de los linfocitos T vírgenes hacia alguno de los 

tipos de linfocitos T efectores o reguladores descritos. Es por esto que las DCs controlan el 

delicado balance entre la inmunidad y tolerancia, a través de las señales que le dan a las células 

T137.  

Células dendríticas y tolerancia 

En el timo las DCs establecen la tolerancia a lo propio (tolerancia central), a través de la 

presentación de antígenos propios a las células T en desarrollo, lo cual induce la selección negativa 

de células T o la diferenciación de Treg 138. Las células dendríticas juegan un papel importante en 
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la tolerancia periférica a través de diversos mecanismos, los cuales incluyen inducción de anergia 

y apoptosis de células T, atenuación de respuestas efectoras y de memoria de células T, y 

generación y activación de células Treg 139–141.  

La inducción de tolerancia por DCs es atribuida a la baja expresión de MHC y moléculas 

co-estimuladoras (CD80 y CD86) en la superficie de la DC,  ya que la presentación de antígenos 

a bajos niveles, sin co-estimulación lleva a anergia 142 y con bajos niveles de co-estimulación  

promueve la diferenciación a Treg in vitro 143,144. A diferencia de esto, las DCs maduras expresan 

altos niveles de MHC y moléculas co-estimuladoras y llevan a la activación de células T efectoras. 

La inducción de tolerancia depende tanto del desarrollo y activación de las DCs, como del 

microambiente (citocinas, factores de crecimiento). 

En el linfocito la señalización por el TCR en combinación con las moléculas co-

estimuladoras, resultan en la activación de los factores de transcripción NFAT (nuclear factor of 

activated T cells), AP-1 (activator protein-1) y NF-κB (nuclear factor “kappa-light-chain-

enhacer”), lo cual lleva a inducir un perfil transcripcional que resulta en la activación de las células 

T 145. En cambio, en ausencia o con baja coestimulación se favorece un perfil transcripcional que 

favorece la inducción de Treg, debido a la ausencia de AP-1 y N-FAT, posiblemente en conjunto 

con otros factores de transcripción 146.  

La secreción de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-β, y la expresión de 

citocinas pro-inflamatorias disminuida en DCs también contribuye de manera importante a la 

inducción de tolerancia. En el caso de TGF-β se ha observado que la eliminación específica en 

DCs de la integrina activadora de TGF-β, αvβ8 (Itgb8), resulta en autoinmunidad y colitis, lo cual 

fue demostrado en un ratón transgénico CD11c-Cre/Itgb8fl/fl  147. Además, TGF-β modula la 
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presentación de antígeno en las DCs, regulando negativamente MHC y moléculas co-

estimuladoras, mientras que regula positivamente PDL-1  148,149. 

Las DCs tolerogénicas pueden expresar varios tipos de receptores inhibitorios como PDL-

1 , PDL-2 150, ILT (inhibitory Ig-like transcripts) 151 y CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-

associated protein 4) 152, los cuales actúan sobre las células T, modulando la señalización a través 

del TCR y compitiendo con CD28.  

La modulación metabólica por parte de las DCs, también puede alterar la respuesta de T. 

Por ejemplo, la producción de IDO lleva a una disminución de la proliferación de células T 153, 

mientras que HO-1 (hemo oxigenasa-1) lleva a una disminución en la inmunogenicidad 154. 

Además, como se mencionó previamente, las DCs tolerogénicas son capaces de producir RA 155 e 

inducir diferenciación de Treg 156. 

Por otro lado, se ha observado que las células dendríticas maduras tienen un alto grado de 

plasticidad,  es decir, pueden fácilmente convertirse a DCs tolerogénicas; esto se ha puesto de 

manifiesto, por ejemplo, en una subpoblación de DCs activadas, estimuladas con IFNγ, el cual 

promueve la expresión de IDO (indolamina 2,3-dioxigenasa), llevando a la adquisición del 

potencial tolerogénico de las DCs 157. 

In vivo se han evidenciado diferentes poblaciones de DCs con la capacidad de inducir 

pTreg. Por ejemplo, en intestino DCs que expresan CD103 (integrina αEβ7) están especializadas 

en la inducción de Treg FoxP3+ y participan en el mantenimiento de la tolerancia oral. Estas DCs 

CD103+ de MLN o de tejido asociado a mucosas, usan TGFβ endógeno y RA para inducir Tregs 

92,158; además, recientemente Shiokawa et al. demostraron que dentro de las DCs de MLN, hay una 

subpoblación caracterizada como CD103+CD11b-PD-L1hi, la cual induce de manera muy eficiente 

Treg FoxP3+. Esta subpoblación expresa Aldh1a2 e Itgb8, involucrados en el metabolismo de RA 
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y activación de TGFβ, tiene un fenotipo migratorio y puede incorporar y presentar antígenos 

administrados oralmente 159. 

Además, de su papel en la tolerancia oral, las DCs también tienen un papel en la tolerancia 

sistémica, tejido específica, en la periferia. En este sentido, se ha reportado que las rDCs de bazo 

también han mostrado potencial tolerogénico in vitro e in vivo, en presencia de TGFβ, ya sea 

producido endógenamente como es el caso de las DCs CD8+DEC205+ o bien con la adición de 

TGFβ exógeno (CD8-DCIR-2+) 160. También se ha reportado que las DCs CD8+ de bazo expresan 

preferencialmente PDL-1 y que este es esencial para inducir Treg FoxP3+ en presencia de TGFβ 

exógeno 161. DCs CD8+DEC205+ de bazo pueden capturar células apoptóticas e inducir Treg a 

antígenos presentes en las células apoptóticas 161,162, las cuales inducen la producción de TGFβ 163, 

y esto puede ser un mecanismo a través del cual se mantiene la tolerancia en condiciones 

homeostáticas. Aunado a eso, usando una estrategia de direccionamiento del antígeno in vivo, se 

ha observado que las DCs CD8+ inducen más células FoxP3+, cuando se direcciona el antígeno a 

través de DEC205; en comparación con el direccionamiento de antígeno empleando DCIR2 160. 

Además, el direccionamiento de antígeno a través de DEC205 también puede llevar a deleción 

clonal 164,165. 

   
c. Familia de TGFβ 

La superfamilia de TGFβ incluye diversas proteínas relacionadas estructuralmente, las 

cuales están involucradas en la regulación de muchos procesos celulares, incluyendo 

diferenciación, proliferación, organización del citoesqueleto, adhesión, y apoptosis. Más de 30 

moléculas son miembros de esta familia, incluyendo TGFβ (3 isoformas), Activinas e Inhibinas, 

BMPs (bone morphogenetic proteins), GDFs (growth differentiation factors), NODAL y AMH 
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(anti-Müllerian Hormone) 166. Las citocinas maduras de esta superfamilia en general son homo o 

heterodímeros unidos por puentes disulfuro 167. 

Los miembros de la familia de TGFβ son expresados como proteínas precursoras, las cuales 

tienen un pro-dominio, el cual es escindido del extremo carboxilo-terminal por convertasas pro-

proteínas 167,168. Los pro-dominios son esenciales, ya que son requeridos para el plegamiento 

correcto de la proteína. Usualmente, los prodominios permanecen unidos de manera no-covalente 

a las proteínas maduras, aún tras su secreción; y en algunos casos la afinidad de esta unión es 

suficiente para suprimir su actividad biológica, por ejemplo: TGFβ1, TGFβ2 y TGFβ3, miostatina, 

y BMP10 168. 

Los miembros de la familia de TGFβ señalizan a través de un sistema de receptores de 

cinasas serina/treonina, los cuales incluyen receptores tipo I (Activin like kinase, ALK) y tipo II. 

Diversas combinaciones de estos receptores son usadas por diferentes ligandos de la familia de 

TGFβ. Tras la unión del ligando, el receptor tipo I correspondiente se fosforila por el receptor tipo 

II, constitutivamente activo, y las serinas y treoninas fosforiladas proveen un sitio de unión para 

las Smads reguladas por receptor (R-Smads). La R-Smad (Smad 2/3 y Smad1/5/8) y la Smad 

común (Co-Smad), Smad4, forman un complejo heterotrimérico, el cual transloca al núcleo, donde 

regulan la transcripción de genes, por la unión directa al DNA o por la interacción con otros 

factores de transcripción 167,168; 169. Además, las Smads inhibitorias (I-Smads), Smad 6 y 7, regulan 

negativamente la señalización por TGFβ. La transducción de señales dependiente de Smad 

corresponde a la vía de señalización de TGFβ mejor estudiada, y es conocida como la vía de 

señalización “canónica” de TGFβ. Sin embargo, otras moléculas de señalización, como GSK3b 

(Glycogen Synthase Kinase 3b), ciclinas dependientes de cinasas (CDKs) o GTPasas pequeñas, y 

MAPKs (mitogen-activated protein kinases), son conocidas por interactuar con Smads (vías 
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parcialmente dependientes  o parcialmente canónicas) o por ser activadas directamente por la 

interacción con los receptores 169; 170. 

Inhibinas 

Las Inhibinas, descritas por primera vez en 1932 171, fueron caracterizadas originalmente 

como hormonas peptídicas producidas por las gónadas, por células de Sertoli en los testículos y 

por las células de la granulosa en los ovarios. Las Inhibinas regulan negativamente la síntesis y 

secreción de la hormona folículo estimulante (FSH), con lo cual forman parte del eje hipotálamo-

hipófisis-gónadas 172; 173. Por su parte las Activinas (proteínas homólogas a las Inhibinas) regulan 

positivamente la secreción de FSH. Actualmente se sabe que las Inhibinas y Activinas están 

involucradas en diferentes procesos biológicos, desde los estadios de desarrollo embrionario 

temprano, hasta funciones altamente especializadas en células terminalmente diferenciadas, 

incluyendo varios procesos inmunológicos 174,175. 

Las Inhibinas son heterodímeros formados por una subunidad α y una β, unidas por un 

puente disulfuro. Mientras que las Activinas están compuestas de 2 subunidades β. Estas 

subunidades β son compartidas entre ambas proteínas, por lo que sus funciones están altamente 

relacionadas 176. Existen 3 isoformas de Activina y 2 de Inhibina dadas por las combinaciones de 

las subunidades β, como se observa en la Figura 6. Dado que los dímeros de Activinas e Inhibinas 

usan un pool común de subunidades β, la producción de uno u otro ligando depende de la 

disponibilidad de subunidades α 177. Las subunidades βA, βB y α son sintetizadas como pro-

proteínas que contienen un pro-dominio y un dominio maduro (al igual que otros miembros de la 

familia de TGFβ). Las pro-proteínas se asocian para formar homo o heterodímeros, los cuales son 

procesados para dar lugar a Activina A, B o AB e Inhibina A y B. Los prodominios son 

importantes, ya que ayudan al correcto plegamiento y ensamblaje de los dímeros 178,179. El 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/gOlVM
https://paperpile.com/c/a6VwOv/0Ik3i
https://paperpile.com/c/a6VwOv/Yz9hD
https://paperpile.com/c/a6VwOv/0x9yv
https://paperpile.com/c/a6VwOv/pj6VO
https://paperpile.com/c/a6VwOv/dzVBE+9fqbd
https://paperpile.com/c/a6VwOv/DnyvL
https://paperpile.com/c/a6VwOv/8Rqew
https://paperpile.com/c/a6VwOv/KRNi7+XgyjV
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prodominio de Inhibina contiene 3 aminoácidos (Leu30, Phe37, Leu41) que forman una interfase 

hidrofóbica con el péptido maduro, y esto es requerido para el ensamblaje y secreción del 

heterodímero 178,179, mutaciones en estos aminoácidos llevan a una producción disminuida de 

Inhibina A, debida a fallas en su dimerización. Diferencias en la glicosilación post-traduccional de 

la subunidad alpha de Inhibina también pueden afectar sustancialmente la producción y secreción 

de Inhibina, así como su afinidad por betaglicano 180–182. Las uniones del pro-dominio y el dominio 

maduro son escindidas por convertasas, lo cual resulta en dímeros que mantienen unidos sus 

prodominios a través de fuerzas no-covalentes 183. Tanto las Activinas como las Inhibinas son 

secretadas de esta manera, lo cual protege a los dímeros maduros de degradación extracelular 178. 

Además, una vez fuera de la célula, los prodominios interactúan con componentes específicos de 

la matriz extracelular, como perlecan y agrina, a través de la unión a sus cadenas de heparán 

sulfato, protegiéndolos de proteólisis y posiblemente presentándolos a mayor concentración a sus 

receptores 184. La unión de los dímeros maduros a sus receptores desplaza a los prodominios 178,179. 

 

Figura 6. Inhibinas y Activinas. Las subunidades βA, βB y α son sintetizadas como pro-
proteínas que contienen un pro-dominio y un dominio maduro. Las pro-proteínas se asocian para 
formar homo o heterodímeros, los cuales son posteriormente procesados a Activinas A, B, AB e 
Inhibinas A y B. Las uniones del dominio maduro y el pro-dominio son escindidas por convertasas, 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/KRNi7+XgyjV
https://paperpile.com/c/a6VwOv/eTxPN+rgtEA+lfjRY
https://paperpile.com/c/a6VwOv/Gxr3W
https://paperpile.com/c/a6VwOv/KRNi7
https://paperpile.com/c/a6VwOv/2Lv1g
https://paperpile.com/c/a6VwOv/KRNi7+XgyjV
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resultando en complejos diméricos que mantienen unidos sus pro-dominios por uniones no 
covalentes 174,175. 

 

Activina A comparte la vía de señalización canónica SMAD2/3 con TGFβ y otros 

miembros de la superfamilia de TGFβ. Las Activinas se unen a los receptores de Activina tipo II 

(ActRIIA o ActRIIB), y posteriormente se recluta al receptor tipo I (activin receptor-like kinase-4 

o ALK4) para formar un receptor heterodimérico activo 177. Por otro lado, los mecanismos a través 

de los cuales señalizan las Inhibinas y como antagonizan las funciones de las Activinas aún se 

encuentran en estudio.  

Se ha observado que las Inhibinas se unen a betaglicano (receptor tipo III para TGFβ) con 

alta afinidad, a través de su subunidad α, y esto aumenta la unión de la subunidad β de Inhibina a 

los receptores tipo II 185, formando como resultado complejos terciarios con estos receptores, y 

excluyendo así a los receptores tipo I del complejo, evitando que la cascada de señalización 

(SMAD2/3) se active 173,186 (Figura 7). Es por esto que las Inhibinas han sido consideradas como 

moléculas que no señalizan, sin embargo, varios reportes sugieren la posibilidad de que las 

Inhibinas señalizan a través de un receptor diferente, el cual no ha sido identificado hasta la fecha 

187. Esto está justificado por evidencias que muestran que las Inhibinas no siempre antagonizan las 

funciones de las Activinas. Por ejemplo, Licona-Limón et al. evaluaron la participación de la 

Inhibina A y Activina A durante el desarrollo de los linfocitos T, donde observaron que ambas 

promueven el paso del estadio doble negativo (DN)3 a DN4 188. Además, resultados no publicados 

de nuestro laboratorio indican que las Inhibinas son capaces de inducir la fosforilación de Smad2/3 

en timocitos, lo cual sugiere que las Inhibinas pueden unirse a un receptor tipo I (ActRI) e inducir 

señalización  189. 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/dzVBE+9fqbd
https://paperpile.com/c/a6VwOv/8Rqew
https://paperpile.com/c/a6VwOv/If9x0
https://paperpile.com/c/a6VwOv/pj6VO+P1g0m
https://paperpile.com/c/a6VwOv/NwfBt
https://paperpile.com/c/a6VwOv/NuAow
https://paperpile.com/c/a6VwOv/O2MXk
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Figura 7. Mecanismo de acción de la Inhibina. Inhibina antagoniza la acción de la 
Activina a través de su unión a los receptores tipo II y betaglicano. La Inhibina se une con alta 
afinidad al complejo ActRII/betaglicano y bloquea a la Activina de mediar la señalización por 
Smads 186. 

 

5. Antecedentes 

Se ha observado que las Activinas e Inhibinas pueden regular la diferenciación de varios 

tipos de células del sistema inmunológico, incluyendo macrófagos, DCs y linfocitos T 174,176.  

En timo, se ha observado que las subunidades α y β (Inhibinas y Activinas) se expresan en 

el estroma tímico 188. Además, los receptores ALK4, ACTRIIA y ACTRIIB, así como las proteínas 

SMAD 2, 3, y 4, son expresadas  principalmente en el estroma tímico, aunque también se expresan 

en los timocitos (en mayor cantidad en los timocitos DN) 188. De hecho, se ha observado que tanto 

Activina A como Inhibina A promueven la transición del estadío de linfocitos DN3 a DN4, lo cual 

sugiere un rol positivo durante el proceso de la selección β. Por otro lado, Activina A induce la 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/P1g0m
https://paperpile.com/c/a6VwOv/dzVBE+DnyvL
https://paperpile.com/c/a6VwOv/NuAow
https://paperpile.com/c/a6VwOv/NuAow
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acumulación de un intermediario simple positivo (CD8+, HSAhi TCRlo), mientras que la Inhibina 

A promueve la transición de DN4 a DP188. De manera interesante, en el estadio DN3, los timocitos 

expresan un TCR inmaduro (pre-TCR) y sufren un proceso conocido como selección β, el cual 

lleva a señales de sobrevida, proliferación, exclusión alélica, iniciación del rearreglo de la cadena 

alfa del TCR y a la expresión de los co-receptores CD4 y CD8174. 

Dentro del estroma tímico podemos encontrar células tímicas epiteliales (TEC) y DCs. 

Usando el modelo de ratón deficiente de Inhibina α, se observó que las TEC tienen una 

diferenciación alterada, mostrando una mayor diferenciación hacia mTEC comparado con TEC 

corticales (cTEC). Además, también se observó que las cDCs tímicas deficientes de Inhibina 

muestran una expresión de MHCII y CD86 disminuida; mientras que las pDCs muestran niveles 

normales de MHC II. Estas alteraciones sugieren que las Inhibinas pueden regular la maduración 

de las DCs tímicas. Además, estas alteraciones correlacionan con la disminución de la selección 

de linfocitos T CD4+, y un incremento en la generación de tTreg 190.  

 Las Activinas e Inhibinas pueden regular las funciones de las DCs en condiciones 

homeostáticas e inflamatorias a través de diversos mecanismos 174,176. Por ejemplo, se ha 

observado que la Activina A, liberada por mo-DC (células dendríticas derivadas de monocitos) 

durante la maduración mediada por CD40L, actúa en una manera autocrina disminuyendo las 

propiedades funcionales de las DCs, tales como la inducción de mediadores proinflamatorios 191. 

Además, Sereger et al., observaron que tanto la Activina A como la Inhibina A pueden regular 

negativamente la maduración de células DC humanas inducida por señales proinflamatorias (IL-

1β, IL-6, TNF-α, y PGE2). Las DCs estimuladas  (IL-1β, IL-6, TNF-α, y PGE2) en presencia de 

Activina A o Inhibina A presentan una menor expresión de HLA-DR, aumento del número de 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/NuAow
https://paperpile.com/c/a6VwOv/dzVBE
https://paperpile.com/c/a6VwOv/MRf7Q
https://paperpile.com/c/a6VwOv/dzVBE+DnyvL
https://paperpile.com/c/a6VwOv/2TX2s
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células con podosomas y disminución de la proliferación de linfocitos T en cultivos alogénicos 

comparando con mDCs 192. 

En trabajos recientes del laboratorio hemos demostrado que la ausencia de Inhibinas en 

DCs resulta en una maduración alterada. In vitro, en cultivos de células dendríticas derivadas de 

médula ósea (BMDCs) deficientes de Inhibina comparadas con sus contrapartes silvestres, se 

observó que, al ser estimuladas con LPS, muestran bajos niveles de expresión de MHC-II y CD86, 

y un incremento en la expresión de PD-L1; además, al evaluar la secreción de citocinas, se observó 

un ligero incremento de IL-10, acompañado de una ligera disminución en la secreción de IL-6. 

Estos hallazgos correlacionaron con una habilidad disminuida para activar linfocitos T alogénicos. 

Además, in vivo se observó que las cDCs Inhα-/- muestran una disminución en la expresión de 

CD86 tras el estímulo con LPS, mientras que las células de Langerhans (CD207+CD11b+CD103-) 

Inhα-/-, muestran una disminución de la expresión de MHC-II y CD86 en las mismas condiciones, 

lo cual resulta en una disminución de la reacción de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH), 

debida tanto a la falta de maduración, como a las alteraciones en la migración de las DCs al ganglio 

drenante 193. 
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6. Planteamiento del problema 

El mantenimiento del balance de la respuesta inmunológica es crucial para mantener la 

homeostasis en el individuo, evitando enfermedades que pudieran resultar de una respuesta 

inmunológica descontrolada. Las células Treg tienen un papel vital en la prevención de 

autoinmunidad y patologías derivadas de respuestas inmunológicas descontroladas a infecciones. 

La generación de células Treg puede darse en periferia, partir de células T CD4+ vírgenes. Esta 

diferenciación depende de las señales que recibe el linfocito por parte de la célula presentadora de 

antígeno y del microambiente en el que se encuentre. Se ha observado que las células dendríticas, 

células presentadoras de antígeno profesionales, pueden modular la respuesta, ya sea potenciando 

la inmunidad o promoviendo la tolerancia. Entender los mediadores a través de los cuales la célula 

dendrítica desarrolla un potencial inmunogénico o tolerogénico es crucial en el desarrollo de 

terapias inmunológicas basadas en la modulación de éstas.  

El papel de TGFβ en la regulación de la respuesta inmunológica ha sido ampliamente 

estudiado durante los últimos años. Sin embargo, el papel de otros miembros de la familia de 

TGFβ, tales como son las Activinas e Inhibinas, en la respuesta inmunológica ha sido poco 

estudiado. Durante los últimos años, nuestro grupo de investigación se ha dedicado al estudio del 

papel de las Inhibinas en la modulación de las respuestas inmunológicas.  

En el timo se ha observado que tanto las subunidades de Inhibinas y Activinas, como las 

de sus receptores pueden ser expresadas a nivel de mRNA y de proteína por los timocitos y, en 

mayor cantidad por las células del estroma tímico. De hecho, se ha demostrado que las Activinas 

e Inhibinas regulan y afectan la diferenciación de las células T, ya que ambas promueven la 

transición de DN3 a DN4, mientras que la Inhibina A promueve la diferenciación de DN4 a DP. 

Además, se ha observado que las cTECs muestran niveles disminuidos de MHC-II y CD86 en 
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ausencia de Inhibinas, además de que la diferenciación de las mTECs se ve favorecida en estas 

condiciones. Estos cambios están relacionados con una disminución de la selección de timocitos 

CD4+ y un incremento en las Treg tímicas, indicando que las Inhibinas pueden participar en la 

regulación de la tolerancia.  

Por otro lado, las cDCs del estroma tímico, donde se expresan tanto las Inhibinas, Activinas 

y sus receptores, tienen una reducción en la expresión de las moléculas de MHC-II y CD86, 

demostrando que el fenotipo de las DCs tímicas está alterado en ausencia de Inhibinas. Además, 

recientemente reportamos que las DCs derivadas de médula ósea tienen un fenotipo alterado tras 

un estímulo de maduración, caracterizado por la expresión disminuida de MHC-II y CD86 y un 

incremento en la expresión de PD-L1, además de cambios discretos en el perfil de citocinas 

(incremento de IL-10 y disminución de IL-6). Este fenotipo resulta en una disminución de la 

capacidad de inducir la proliferación de linfocitos T CD4+ alogénicos in vitro. Estos datos 

correlacionan con una maduración alterada de las células de Langerhans (CD207+CD11b+CD103-

) deficientes de Inhibina in vivo, tras la maduración con LPS, lo cual conlleva una disminución de 

la respuesta inflamatoria en ensayos de DTH.  

Nuestros hallazgos previos, indican que las Inhibinas participan en la maduración de las 

DCs, lo cual puede llevar a una regulación de las respuestas inmunológicas. Sin embargo, se 

desconoce si las Inhibinas pueden tener algún papel en la modulación de la tolerancia periférica. 

Particularmente, se desconoce si los efectos observados en las DCs en ausencia de Inhibinas 

pueden repercutir en la interacción entre la DC y el linfocito T CD4+, de manera que la inducción 

de células T reguladoras periféricas se vea afectada.   

Por otro lado, el hecho que las inhibinas pueden ser producidas por linfocitos en desarrollo 

(timocitos), plantea la posibilidad de que los linfocitos T maduros puedan producir su propia 
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inhibina y funcionar de manera autocrina, modulando el proceso de conversión hacia Treg de 

manera intrínseca. 

 

7. Hipótesis 

 

Las inhibinas regulan negativamente la generación de células T reguladoras inducidas en 

periferia. 

8.  Objetivo General 

 

Evaluar la participación de las Inhibinas en la generación de células T reguladoras 

periféricas/inducidas.  

  

9.  Objetivos Particulares 

 

● Determinar si la ausencia de Inhibinas afecta a las poblaciones de células Treg (tTreg y 

pTreg) en condiciones homeostáticas en órganos linfoides secundarios y mucosa (LP). 

● Evaluar si las poblaciones de cDC en MLN se ven afectadas, en frecuencia o estado de 

activación, en ausencia de Inhibinas en condiciones homeostáticas. 

● Evaluar la capacidad de inducción de Tregs, a partir de T vírgenes, de DCs en ausencia de 

Inhibinas. 

● Evaluar la capacidad de diferenciación de linfocitos T vírgenes a iTreg en ausencia de 

Inhibina. 

● Evaluar in vitro la función de las Treg deficientes de Inhibina. 
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10.  Materiales y Métodos 

a. Ratones 

Los ratones heterocigotos para Inhibina α (Inhα+/−) en fondo C57BL/6 fueron donados por 

el Dr. Martin Matzuk (Baylor College of Medicine, Houston TX), y han sido descritos previamente 

194.  Los ratones knock in (KI) FoxP3EGFP (B6.Cg-Foxp3tm2Tch/J), así como los ratones 

transgénicos OT-II y CD45.1 en fondo C57BL/6 fueron comprados de The Jackson Laboratory. 

Los ratones fueron entrecruzados para generar ratones Inhα+/+FoxP3EGFP, Inhα-/- FoxP3EGFP y 

CD45.1+OT-II+. Todos los ratones se mantuvieron en condiciones libres de patógenos en la Unidad 

de Modelos Biológicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB, UNAM, México), de 

acuerdo a las normas de ética y salud animal. Este estudio fue aprobado por el Comité para el 

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL), del IIB.  

b. Aislamiento de linfocitos T de  lámina propia de colon (LP), ganglios linfáticos 

mesentéricos, ganglios linfáticos periféricos o bazo. 

El aislamiento de linfocitos de la LP de colon se realizó empleando métodos previamente 

descritos  195. Brevemente, el intestino fue lavado con PBS, abierto longitudinalmente, y el colon 

se cortó en piezas de 5mm aproximadamente. El tejido fue incubado en solución salina balanceada 

de Hanks (HBSS) libre de calcio y magnesio, la cual contenía EDTA 2 mM y ditiotreitol 1 mM 

(Sigma), por 30 minutos a 37°C en agitación. El tejido remanente fue lavado con PBS, e incubado 

30 minutos a 37°C en RPMI suplementado con 100 U/ml de colagenasa IV (GIBCO). Las 

suspensiones celulares fueron filtradas a través de  una malla de nylon de 50μm. 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/7QT3Y
https://paperpile.com/c/a6VwOv/vr2ZI
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Los ganglios linfáticos mesentéricos, ganglios periféricos (axilares, inguinales y 

cervicales) y el bazo fueron colectados y disgregados mecánicamente. En el caso del bazo, los 

eritrocitos fueron lisados en 1 ml amortiguador ACK por 2 minutos a temperatura ambiente, y 

posteriormente, las suspensiones celulares fueron lavadas con PBS y  filtradas en una malla de 

nylon de 50μm.  

Las células fueron resuspendidas en amortiguados para FACS para el análisis fenotípico o 

en PBS para la separación de las células T vírgenes por citometría de flujo. 

c. Obtención de células dendríticas de ganglios linfáticos mesentéricos, ganglios 

periféricos y bazo.  

Se obtuvieron los ganglios linfáticos mesentéricos, periféricos (inguinales, axilares y 

cervicales), y el bazo de ratones Inhα+/+ e Inhα-/- de 4 semanas de edad. Los órganos fueron 

cortados en pedazos de aproximadamente 5 mm con la ayuda de navaja para bisturí, y se incubaron 

en medio RPMI 1640 suplementado con 5 mg/ml de colagenasa IV (GIBCO), 25 U/ml de DNAsa 

(Roche) y 5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado, durante 1h a 37°C en atmósfera de CO2 al 

5%. Posteriormente, el tejido restante se disgregó mecánicamente con la ayuda de un émbolo. En 

el caso del bazo, los eritrocitos fueron lisados en 1 ml de amortiguador ACK por 2 minutos a 

temperatura ambiente. Las suspensiones celulares se filtraron a través de una malla de nylon de 

50μm y se lavaron con PBS. Las células fueron resuspendidas en amortiguador para e FACS para 

el análisis fenotípico, o en amortiguador para MACs para la separación celular con anticuerpos 

acoplados a perlas magnéticas. 
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d. Análisis fenotípico por citometría de flujo. 

De manera general, para el análisis fenotípico, las suspensiones celulares fueron incubadas 

durante 20 minutos a 4°C con los anticuerpos primarios correspondientes, posteriormente se 

lavaron 2 veces con amortiguador para FACS. En los casos necesarios se llevó a cabo una segunda 

incubación, con estreptavidina acoplada a fluorocromo durante 20 minutos a 4°C y se lavaron las 

células con amortiguador para FACs. Por último, las células se fijaron con paraformaldehido al 

4% en PBS. 

Para el análisis de las células Tregs ex vivo, las células se tiñeron con los anticuerpos anti-

CD25-PECy5, anti-Helios-FITC, anti-CD8-PE de Biolegend (San Diego, CA); anti-CD4-APC-

AF750 de Invitrogen (Eugene, OR), y anti-FoxP3-APC de eBiosciences (San Diego, CA). Para el 

análisis de las Treg inducidas in vitro se empleó el marcador de viabilidad   Zombie Aqua fixable 

dye (ZA), y los anticuerpos: anti-CD4-APC y anti-CD25-PECy5 de Biolegend. 

Para el análisis de las DCs ex vivo, las células fueron bloqueadas con anti-CD16/32 puro, 

y posteriormente se tiñeron con ZA, anti-I-A/I-E-AF488, anti-CD11c-AF700, anti-CD80-PECy5, 

de Biolegend; anti-CD3-PE, anti-TER119-PE, anti-CD11b-VF450, anti-CD86-APC, anti-CD8-

PECy7 de Tonbo Biosciences (San Diego, CA); anti-CD19-PE, anti-CD49b-PE, Streptavidin-

APC-Cy7 de BD Biosciences (San Jose, CA); anti-CD103-biotina y anti-PD-L1-PerCP-eFluor710 

de eBiosciencies. 

Para los experimentos de transferencia in vivo, se emplearon anti-CD45.1-AF700, anti-

CD4-FITC, anti-CD25-PECy5, estreptavidina-BV605 de Biolegend, anti-Vβ5-biotina de BD 

Biosciences, y anti-FoxP3-APC de eBiosciences para identificar las células T específicas para 

ovoalbúmina (OVA). 
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Las muestras fueron adquiridas en un citómetro Attune Acoustic Focusing Flow Cytometer 

(Life Technologies) y se analizaron con el software FlowJo 10.0 (Tree Star Inc.). 

e. Generación de DCs a partir de médula ósea. 

Las células de médula ósea se obtuvieron de las tibias y fémures de ratones hembra 

silvestres o deficientes de Inhibinas, de 9 semanas de edad, con la ayuda de una jeringa con aguja 

de 27G. Las médulas óseas fueron drenadas con medio RPMI suplementado con 10% SFB, 100 

U/ml de penicilina y 100μg/ml de estreptomicina. La suspensión celular fue homogenizada y 

filtrada a través de una malla de 50μm. Las células se centrifugaron a 300 x g por 5 minutos, y 

posteriormente resuspendidas en medio de cultivo. Para realizar el conteo celular, se obtuvo una 

alícuota, donde los eritrocitos fueron lisados con amortiguador ACK durante 2 min. 

Para llevar a cabo la diferenciación de las DCs in vitro, se sembraron 5x106 células en 10 

ml de RPMI 1640, suplementado con 10%SFB y 5% de sobrenadante de células CHO productoras 

de GM-CSF en cajas bacteriológicas. Tras 3 días de incubación a 37°C en atmósfera al 5% de 

CO2, se añadieron 8ml de medio fresco. Al quinto día de cultivo, se agregó 1μg/ml de LPS de 

Escherichia coli 0111:B4 (Sigma Aldrich) por 24h, para inducir la maduración de las BMDCs. Al 

día 6 de cultivo, las células no adherentes fueron colectadas, y resuspendidas en medio, 

amortiguador para FACs o amortiguador para MACS para posteriores ensayos. 

f. Separación celular por MACS 

Células CD11c+ fueron separadas a partir de BMDCs obtenidas in vitro, o bien a partir de 

las suspensiones celulares de ganglios periféricos y bazo, obtenidas como se describió 

previamente. Para llevar a cabo la separación, las células fueron resuspendidas en amortiguador 

para MACS, e incubadas en presencia de anti-CD11c acoplado a perlas magnéticas (Miltenyi 
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Biotec, UK) por 10 minutos. Posteriormente, se realizó 1 lavado, para lo cual se añadió 

amortiguador para MACS y se centrifugó a 300 x g por 5 minutos. Las células fueron 

resuspendidas en 500ml de amortiguador para MACs y se pasaron por una columna colocada en 

un campo magnético, previamente preparada e hidratada (Miltenyi Biotec, UK), y se realizaron 3 

lavados de la columna con amortiguador  para MACS para eluir toda la fracción negativa. Una vez 

realizado esto, se retiró la columna del campo magnético y se procedió a eluir la fracción CD11c+ 

con amortiguador para MACS y la ayuda de un émbolo. Las células recuperadas fueron lavadas y 

resuspendidas en amortiguador para FACs o medio de cultivo, para usarlas en ensayos 

subsecuentes. 

g. Estimulación in vitro de DCs obtenidas de ganglios periféricos y bazo (ex vivo). 

Las DCs CD11c+ fueron obtenidas de ganglios periféricos y bazo, y separadas por MACS, 

como se explicó anteriormente. Posteriormente las DCs CD11c+ fueron sembradas a una densidad 

de 100,000 células/pozo (iCD11c+), y en algunos se estimularon con 100 ng/ml de LPS 

Escherichia coli 0111:B4 (Sigma Aldrich) por 24h, para inducir la maduración (mCD11c+). 

h. Inducción de células Treg 

La inducción de células Treg in vitro se llevó a cabo a partir de células T vírgenes 

(CD4+CD25-CD44lowCD62LhiFoxP3-GFP-), las cuales fueron obtenidas por separación celular por 

citometría de flujo usando un citómetro FACS Aria I (BD Biosciences, San Jose, CA), a partir de 

bazo y ganglios linfáticos periféricos de ratones FoxP3EGFP.  

Para llevar a cabo la inducción de Tregs en presencia de DCs, las células T vírgenes fueron 

co-cultivadas con BMDC CD11c+ o con DCs CD11c+ de bazo y ganglios linfáticos periféricos, 

maduras o inmaduras, en diferentes proporciones DC:T vírgen (1:1, 1:2, 1:4, 1:10, 1:20). Los 
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cultivos fueron estimulados con 0.1μg/ml de anti-CD3 (Tonbo) y 0.25ng/ml de TGFβ (R&D 

systems) e incubados a 37°C en atmósfera al 5% de CO2 por 5 días. El porcentaje de inducción de 

Tregs fue evaluado a través de la expresión de FoxP3 y CD25. 

Para la inducción de células Treg en ausencia de DCs, las células T vírgenes fueron 

cultivadas en presencia de 1μg/ml anti-CD3 puro (Tonbo), previamente pegado a la placa, 2μg/ml 

de anti-CD28 puro (Tonbo) y diferentes concentraciones de TGFβ (R&D systems). El porcentaje 

de inducción de Tregs fue evaluado a través de la expresión de FoxP3 y CD25, a 5 días después 

por citometría de flujo. 

Para la inducción de Tregs in vivo, células T CD4+CD25- fueron separadas por FACS a 

partir del bazo y los ganglios periféricos de ratones OT-II x CD45.1. 4x106 células fueron 

transferidas por vía intravenosa a ratones CD45.2 Inhα+/+ or Inhα-/-. 24h después de la 

transferencia, los ratones fueron inmunizados vía intradérmica en la oreja, con anti-DEC205-OVA, 

anti-DEC205-OVA mas toxina del cólera (CT), OVA o OVA mas CT. 7 días después de la 

inmunización, se analizó la inducción de pTregs evaluando la expresión de CD25 y FoxP3 dentro 

de la población de células OT-II transferidas (CD4+CD45.1+Vβ5+), en suspensiones celulares 

obtenidas a partir de los ganglios linfáticos drenantes. 

i. Cuantificación de Inhibina A y Activina A 

La concentración de Inhibina A presente en los sobrenadantes de cultivo fue evaluada 

utilizando el kit “Mouse Inh A” (Elabscience, Houston, TX), siguiendo las indicaciones del 

fabricante. Por otro lado, la concentración de Activina A en el suero de los ratones fue evaluada 

usando el kit de ELISA “Human/Mouse/Rat Activin A” (R&D systems), de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante. 
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j. Ensayos de supresión de la proliferación. 

Células T CD4+ (respondedoras) fueron obtenidas del bazo de ratones silvestres C57BL/6 

a través de separación celular por MACS, y posteriormente teñidas con cell trace violet (CTV, 

Invitrogen, Eugene, OR). Para llevar a cabo la tinción las células fueron lavadas y resuspendidas 

en 500μl de una solución 7.5μM CTV en PBS, por cada 5x106 células, e incubadas en oscuridad 

durante 20 min a 37°C, posteriormente se añadieron 5 volúmenes de RPMI con 10% SFB, y se 

centrifugaron las células a 2000 rpm por 5 min. Las células se resuspendieron en 1 ml de RPMI + 

10%SFB y se incubaron por 10 min a 37°C en oscuridad, y se lavaron nuevamente. Se sembraron 

25,000 células respondedoras (Tresp) por condición. 

Las células Treg fueron purificadas en base a su expresión de CD4, CD25 y FoxP3 (GFP), 

a partir de ratones FoxP3EGFG. Las células Treg purificadas fueron co-cultivadas con las células 

respondedoras a diferentes proporciones Treg:T respondedora (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32), en 

presencia de 0.25μg/ml de anti-CD3 puro, 0.25ug/ml de anti CD28 puro y 0.5μg/ml de anti-syrian 

hamster e incubadas por 5 días a 37°C en atmósfera al 5% de CO2. Al cabo de 5 días la 

proliferación de las células respondedoras fue evaluada a través de la dilución de CTV, y el 

porcentaje de supresión fue calculado en base a la siguiente fórmula: 

% Supresión= (%Proliferación de T resp con Treg x 100) / % Proliferación de Tresp sin Treg. 

k. Análisis estadístico. 

Los datos son presentados como media ± EE (Error estándar). El análisis estadístico se 

realizó mediante la prueba de t de Student, para comparar las medias entre los grupos evaluados. 

Se empleó el programa estadístico GraphPad Prism 6. Valores de P>0.05 fueron considerados 

significativos (*p≥0.05, **p≥0.01, ***p≥0.001). 
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11.  Resultados 

a. Las células T reguladoras periféricas incrementan en ausencia de Inhibina. 

Para investigar si las Inhibinas tienen un papel en la inducción de Treg en la periferia, 

evaluamos en primer lugar el número de células totales de los órganos linfoides secundarios (Tabla 

1), así como la frecuencia y números totales de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ 

en los ratones silvestres y deficientes de Inhibinas (Inhα-/-), a diferentes semanas de edad  (2, 4, 6 

y 9). La estrategia de análisis de estas subpoblaciones se observa en la Figura 8A. Como se puede 

observar en la tabla 1, el número de células totales disminuye de manera significativa en timo en 

los ratones deficientes de Inhibina las 9 semanas de edad, mientras que de los órganos linfoides 

secundarios evaluados, en bazo y ganglios linfáticos periféricos (PLN) se observa una tendencia a 

incrementar, la cual es más evidente en PLN. Por su parte, en los ganglios linfáticos mesentéricos 

(MLN) se observa una disminución en el número de células.  

Además, podemos observar en la tabla 2, que el número de linfocitos CD4+ y CD8+ se 

incrementan significativamente en los ratones deficientes de Inhibinas a las 9 semanas de edad en 

PLN, mientras que en MLN los linfocitos CD8+ se encuentran disminuidos. Al evaluar las 

frecuencias de estas subpoblaciones de linfocitos T, sólo encontramos diferencias a las 9 semanas 

de edad en bazo, disminución del porcentaje de células CD4+, y en MLN, disminución del 

porcentaje de células CD8+,  en los ratones deficientes de Inhibina (Tabla 3). Estas diferencias en 

el número de células totales, así como en el número y frecuencia de las células T CD4+ y CD8+ 

puede relacionarse con la aparición de tumores en las gónadas de los ratones deficientes de 

Inhibinas, así como a la pérdida de peso y caquexia que estos animales presentan. En el caso de 

los tumores se ha observado que estos se presentan principalmente a las 10 semanas de edad 

mientras que la caquexia se puede observar desde las 6 semanas 194, 196. 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/7QT3Y
https://paperpile.com/c/a6VwOv/Byji
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Tabla 1. Número de células totales por órgano en ratones silvestres (Inhα+/+) o 

deficientes de Inhibina (Inhα-/-). 

 
El número de células es expresado como la media de cada grupo (Células x106). a Edad en 

semanas. b EE: Error estándar. c PLN: Ganglios linfáticos periféricos. d MLN: Ganglios linfáticos 
mesentéricos. p: valor de p,   *p≤0.05. Datos de 4 experimentos independientes. 
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Tabla 2. Número de linfocitos T CD4+ y CD8+ en ratones silvestres (Inhα+/+) o 
deficientes de Inhibina (Inhα-/-).  

 
El número de células es expresado como la media de cada grupo (Células x106). a Edad en 

semanas. b EE: Error estándar. c PLN: Ganglios linfáticos periféricos. d MLN: Ganglios linfáticos 
mesentéricos. p: valor de p,   *p≤0.05. Datos de 4 experimentos independientes. 
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Tabla 3. Frecuencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ en ratones silvestres (Inhα+/+) o 
deficientes de Inhibina (Inhα-/-). 

 
La frecuencia de células es expresada como la media de cada grupo (%). a Edad en semanas. 

b EE: Error estándar. c PLN: Ganglios linfáticos periféricos. d MLN: Ganglios linfáticos 
mesentéricos. p: valor de p,   *p≤0.05. Datos de 4 experimentos independientes. 
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Figura 8. Estrategia de análisis para definir las subpoblaciones de linfocitos CD4+, CD8+ y 
Tregs. (A) Dentro de las suspensiones celulares de bazo, PLN o MLN se realizó una selección de 
singuletes (FSC-H vs FSC-A), seguida de una selección de la región de células sin presencia de 
detritos (FSC-A vs SSC-A). Posteriormente se identificaron las células positivas para CD4 o CD8. 
Por último, a partir de la región de células CD4+ se seleccionaron diferentes poblaciones de Treg, 
en base a su expresión de CD25 y Foxp3. (B) Para el caso de las suspensiones de LP también se 
realizó la selección de singuletes, células sin detritos, vivas (Zombie Aqua-), y CD45+. A partir de 
esta población se identificaron las células CD3+, a partir de las cuales se siguió el mismo análisis 
que en A. (C) Para identificar las subpoblaciones de Treg se empleó la expresión de Helios además 
de Foxp3 y CD25. 
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 Además de las poblaciones de linfocitos decidimos evaluar los niveles de Activina A en 

el suero de los ratones deficientes de Inhibina, en primer lugar debido a la relación estructural de 

las Activinas con las Inhibinas (comparten la subunidad beta), y en segundo lugar a los reportes 

previos del incremento de Activina en suero, en los ratones deficientes de Inhibina196. En la figura 

9 se presentan los niveles de Activina A encontrados en el suero de ratones a las 3, 6 y 9 semanas 

de edad, en los cuales se observa que a partir de las 6 semanas de edad hay un incremento 

significativo de la concentración de Activina A en suero en los ratones Inhα-/-. Dado que 

previamente se ha reportado que el incremento de Activina A en suero puede resultar en un 

incremento de las frecuencias de Treg en órganos linfoides secundarios197,  se decidió emplear 

ratones de 4 semanas de edad para los experimentos subsecuentes para poder discernir un efecto 

atribuible únicamente a la ausencia de Inhibinas y no a cambios dados por alteraciones en los 

niveles de Activina.  

 

Figura 9. La concentración de Activina A en suero de ratones deficientes de Inhibina 
aumenta con la edad. La Activina A se cuantificó en el suero de ratones Inhα+/+ e Inhα-/-, a las 3, 
6 y 9 semanas de edad por ELISA. Media ± EE, n=3-5 ratones. *p≤0.05, ***p≤0.0001. 

Datos de 3 experimentos independientes. Los datos de 3 y 9 semanas fueron reportados por Olguín-
Alor et al 193.  

 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/Byji
https://paperpile.com/c/a6VwOv/6KS7o
https://paperpile.com/c/a6VwOv/UoOJj
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A manera de resumen, en la Figura 10, podemos observar que, al evaluar el número de 

células totales de los órganos linfoides secundarios, así como el porcentaje y el número de 

linfocitos T CD4+, no se encontraron diferencias, sugiriendo que a esta edad no hay alteraciones 

debidas a la presencia de tumores en los ratones deficientes de Inhibinas, ni por cambios en las 

concentraciones de Activina A en estos. Por lo que posteriormente se decidió evaluar las 

subpoblaciones de Treg dentro de la población de linfocitos T CD4+. La estrategia de análisis para 

la evaluación de las subpoblaciones de Treg se puede observar en la figura 8. 

 

 

Figura 10. La celularidad de los órganos linfoides secundarios y número de linfocitos T CD4+ 
no se altera en los ratones Inhα-/- ex vivo, a las 4 semanas de edad, bajo condiciones 
homeostáticas. Ratones hembra Inhα+/+ o Inhα-/- fueron analizados a las 4 semanas de edad para 
evaluar el porcentaje y números de Linfocitos T CD4+ en bazo, ganglios linfáticos periféricos 
(PLN), ganglios linfáticos mesentéricos (MLN) y lámina propia de colon (LP) por citometría de 
flujo. En las gráficas se puede observar el número absoluto de células por órgano (izquierda), 
porcentaje de células CD4+ por órgano (centro) y el número absoluto de células CD4+ por órgano 
(derecha). n=5. Media ± EE. Datos de 4 experimentos independientes. 

  

Como se muestra en la Figura 11, en ausencia de Inhibinas, los números de Treg 

CD25+FoxP3+ aumentan significativamente en los ganglios linfáticos periféricos, específicamente 

las células Treg Helios+, lo cual correlaciona con nuestro reporte previo, en el cual se observó un 

incremento en el desarrollo de tTreg en los ratones Inhα-/- 190. Adicionalmente,  cuando evaluamos 

las subpoblaciones de Treg en MLN y lámina propia de colon, encontramos un incremento en el 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/MRf7Q
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porcentaje de Tregs CD25+FoxP3+Helios-, las cuales bajo condiciones homeostáticas son 

consideradas pTreg 7. En LP se observa una tendencia a un incremento en las células Foxp3+CD25-

, dentro de la cual tenemos células Helios+, las cuales también muestran una tendencia a 

incrementar. A pesar de que la expresión de Helios en condiciones de homeostasis esta asociada a 

las tTreg, se ha demostrado que la expresión de Helios puede reflejar una activación reciente tanto 

en células T Foxp3- como en Tregs Foxp3+ 16, y que de hecho las Treg inducidas in vitro o in vivo 

pueden expresar Helios dependiendo del contexto en el que hayan sido activadas198. Además, las 

Treg Foxp3+Helios+ no secretan citocinas efectoras 199, y se ha reportado que las Treg Helios+ 

expresan mayores niveles de TGFβ, proliferan más in vivo y la expresión de Helios correlaciona 

con la capacidad supresora199,200 y con la estabilidad de Foxp3201, por lo que se ha sugerido que 

las Treg Foxp3+Helios+ son una subpoblación con más características supresoras. Por estas razones 

resultaría interesante evaluar si la función de las pTreg se ve alterada en ausencia de Inhibina. 

 

 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/7ZsDV
https://paperpile.com/c/a6VwOv/zG2Lf
https://paperpile.com/c/a6VwOv/j2nU
https://paperpile.com/c/a6VwOv/spRr
https://paperpile.com/c/a6VwOv/spRr+HA1y
https://paperpile.com/c/a6VwOv/zK03
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Figura 11. Las células T reguladoras periféricas incrementan en ausencia de Inhibina en 
lámina propia, y ganglios linfáticos mesentéricos. Las subpoblaciones de células Treg 
(CD4+CD25+Foxp3+), Helios+ o Helios- se analizaron ex vivo. Frecuencia (arriba) y números 
(abajo) de Treg en (A ) lámina propia de colon (LP), (B) ganglios linfáticos mesentéricos (MLN), 
(C) ganglios linfáticos periféricos (PLN) y (D) bazo. Media ± EE, n=5 ratones. *p≤0.05. 
Datos de 4 experimentos independientes 
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b. Las células dendríticas convencionales CD8α+ y CD103+ (cDC1) muestran una 

expresión alterada de moléculas co-estimuladoras/co-inhibidoras en ganglio 

linfático mesentérico. 

En hallazgos previos del laboratorio, demostramos que las BMDCs deficientes de Inhibina 

muestran una maduración alterada tras la estimulación con LPS 193. Este fenotipo “semi-maduro” 

podría estar asociado con la habilidad de las DCs de promover respuestas tolerogénicas, como la 

inducción de Treg 202. Para entender si el incremento de pTreg observado en MLN y LP en el ratón 

Inhα-/- está relacionado a cambios en las subpoblaciones de DC en MLN, analizamos la frecuencia 

y el fenotipo de las DCs. Para discriminar las diferentes subpoblaciones, primero se separaron las 

poblaciones de rDCs y mDCs, con base a su expresión de MHC-II y CD11c. Además, empleamos 

la expresión de CD8α para discriminar las subpoblaciones de DCs residentes, mientras que para 

las DC migratorias se empleó la expresión de  CD11b y CD103, como se ha reportado previamente 

203 (Figura 12). 

 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/UoOJj
https://paperpile.com/c/a6VwOv/Vn7kh
https://paperpile.com/c/a6VwOv/lcRfE
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Figura 12. Estrategia de análisis para definir las subpoblaciones de DCs en MLN. Dentro de 
las suspensiones celulares de MLN, las células CD19- CD3- TER119- NK1.1- (Lin-), singletes y 
vivas, fueron seleccionadas. Posteriormente se seleccionó la población CD11chi MHC-IIInt que 
representa las DC residentes y puede ser dividida en CD8α+ y CD8α-. Por otro lado, la población 
CD11cInt MHC-IIhi representa a las DCs migratorias y puede ser subdividida en CD103+CD11b-, 
CD103+CD11b+, CD11b+CD103- y CD11b-CD103-. 
 

 Los porcentajes y números de las subpoblaciones de DCs en MLN analizados ex vivo no 

se alteran en ausencia de Inhibinas (Figura 13). Sin embargo, las DCs de MLN de los ratones Inhα-

/- mostraron una disminución de la expresión de MHC-II en todas las subpoblaciones evaluadas 

(Figura 14), similar a lo encontrado previamente en las células de Langerhans de estos ratones 193. 

Además, cuando evaluamos la expresión de las moléculas co-estimuladoras/co-inhibidoras en las 

diferentes poblaciones de DCs, encontramos un incremento significativo en la expresión de PD-

L1 en las rDCs CD8α+ y en las mDCs CD103+CD11b-, así como tendencia a un incremento en las 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/UoOJj


59 
 

DCs CD103+CD11b+ en los ratones Inhα-/- (Figura 14). A pesar de la baja expresión de MHC-II, 

se observó un incremento de CD80 y CD86 en las rDC CD8α+ y en las mDCs CD103-CD11b-.  

 
Figura 13. Las frecuencias y números de las subpoblaciones de células dendríticas 
convencionales (residentes y migratorias) no se alteran en los ganglios linfáticos mesentéricos 
de los ratones Inhα-/-. Las subpoblaciones de DCs se analizaron ex vivo en MLN. Se presentan 
los porcentajes (izquierda) y número de células (derecha) de: DCs convencionales (cDC) (A), DCs 
residentes (CD11chiMHC-II+) y migratorias (CD11c+MHC-IIhi) (B), CD8α+ y CD8α- dentro de la 
región de DCs residentes (C), y CD103+CD11b-, CD103+CD11b+, CD11b+CD103- y CD11b-

CD103- dentro de la región de DCs migratorias (D). Media ± EE, n=5 ratones. Datos de 3 
experimentos independientes. 
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Figura 14. Las subpoblaciones de DCs Inhα-/- tienen una expresión diferencial de MHC-II, 
CD80 y PD-L1 en MLN comparadas a las Inhα+/+. Las poblaciones de cDCs fueron analizadas 
en ratones Inhα+/+ y Inhα-/-.  Expresión de MHC-II, CD80, CD86 y PD-L1 en las DCs residentes 
(Lin-CD11chiMHC-II+CD8+, Lin-CD11chiMHC-II+CD8-) (izquierda) y en las DCs migratorias 
(Lin-CD11c+MHC-IIhiCD103+CD11b-, Lin-CD11c+MHC-IIhiCD103+CD11b+, Lin-CD11c+MHC-
IIhiCD103-CD11b+, Lin-CD11c+MHC-IIhiCD103+CD11b-) (derecha).  La intensidad de 
fluorescencia está reportada como incremento relativo (IR), con respecto a las células del ratón 
silvestre. Media±EE, n=5 ratones. *p≤0.05, **p≤0.01. Datos de 3 experimentos independientes. 
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Dado que el fenotipo de las DCs observado in vivo en MLN de los ratones Inhα-/- podría 

corresponder a un fenotipo tolerogénico (DC semimaduro / tolerogénico), similar a lo que 

reportamos previamente para las BMDCs al ser estimuladas con LPS 193 y que corroboramos 

durante este trabajo (Figura 15 A, B y C), decidimos evaluar si las DCs provenientes de otros 

órganos secundarios de estos ratones muestran alteraciones en su fenotipo al ser estimuladas con 

LPS. En diversos trabajos se ha demostrado la regulación positiva de la expresión en superficie de 

las moléculas de MHC-II; y moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86, tanto en las BMDCs 

como en las DCs obtenidas ex vivo, tras el estímulo con LPS204. En la Figura 15 (D, E y F) podemos 

observar que las DCs esplénicas (CD11c+) obtenidas ex vivo de ratones Inhα-/-, muestran una 

disminución en la regulación positiva de MHC-II y CD80 tras la estimulación con LPS en 

comparación con sus contrapartes silvestres. En resumen, el fenotipo semimaduro/tolerogénico de 

las DCs deficientes de Inhibinas podría explicar el incremento de pTreg en MLN, sugiriendo que 

dicho incremento puede deberse a una mayor generación de Treg a partir de T vírgenes en órganos 

linfoides secundarios. 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/UoOJj
https://paperpile.com/c/a6VwOv/a2eX
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Figura 15. La maduración de las DCs deficientes de Inhibina se encuentra afectada tras la 
estimulación con LPS. BMDC (A, B,C) y DCs de bazo (D, E, F)  fueron estimuladas con 1ug/ml 
p 100ng/ml de LPS, respectivamente. Al cabo de 24h se analizó la expresión de MHC-II (A, D), 
CD80 (B, E) y CD86 (C, F). Media±EE, Datos de 2 (BMDC) o 3 (DCs de bazo) experimentos 
independientes. La intensidad de fluorescencia está reportada como incremento relativo (IR), con 
respecto a las células del ratón silvestre. 
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c. Las Inhibinas regulan la inducción de células T reguladoras FoxP3+ mediada 

por células dendríticas in vitro. 

La diferenciación de las células T CD4+ vírgenes a los diversos fenotipos efectores o 

reguladores requiere de varias señales derivadas de la interacción entre la célula T y la célula 

presentadora de antígeno. Estas señales incluyen la interacción entre el TCR-MHC-II, las señales 

mediadas por las moléculas co-estimuladoras/co-inhibidoras y aquellas mediadas por citocinas 129. 

Dado que la expresión de MHC-II, CD80 y PD-L1 se encuentran modificadas en las DCs 

deficientes de Inhibinas, decidimos investigar si la producción de Inhibinas por la DC puede 

impactar la inducción de células Treg in vitro. Para esto, se diferenciaron células dendríticas 

silvestres o deficientes de Inhibinas a partir de células de médula ósea (BMDC), usando GM-CSF, 

y se estimularon con LPS para su maduración. De hecho, en la Figura 16 podemos observar que 

las BMDCs tienen la capacidad de producir Inhibina en respuesta al estímulo de LPS, 

corroborando previas observaciones de nuestro grupo 193.  

 

Figura 16 Inhibina A es producida por DCs silvestres tras la estimulación con LPS, 
pero no por DCs deficientes de Inhibina. Curso temporal de la producción de Inhibina A, 
evaluada por ELISA en los sobrenadantes de cultivo de BMDCs silvestres (Inhα+/+) o deficientes 
de Inhibina (Inh-/-). El límite de detección del ensayo se encuentra representado por una línea azul. 
Media±EE. Datos de 3 experimentos independientes. 

 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/2Q5HM
https://paperpile.com/c/a6VwOv/UoOJj
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Una vez obtenidas, las BMDCs maduras e inmaduras fueron co-cultivadas con linfocitos 

T vírgenes alogénicos a diferentes proporciones, y se evaluó tanto la proliferación a los días 3 y 5 

de cultivo, como la inducción de Treg al día 5, para entender si el fenotipo encontrado previamente 

en las DCs era suficiente para impactar estas características. En la Figura 17A y B, se muestra que 

las mBMDCs deficientes de Inhibinas tienen una menor capacidad para inducir proliferación de 

linfocitos T, tanto a los 3 como a los 5 días, particularmente cuando se emplea una proporción de 

1 DC por 10 linfocitos T (DC:T=1:10), lo cual correlaciona con su reducida capacidad de inducir 

una respuesta de tipo DTH in vivo193.  Sin embargo, al evaluar la inducción de Treg a través de la 

expresión de Foxp3-GFP, no se observan diferencia en el porcentaje (Figura 17D) ni en el número 

(datos nos mostrados) entre las BMDCs provenientes de los ratones silvestres y aquellos 

deficientes de Inhibinas, además, se puede observar que el porcentaje de inducción de Tregs en 

este sistema es muy variable, al igual que el número de Treg inducidas. Como se mencionó 

previamente, está bien establecido que el TGFβ es una citocina esencial para la inducción de pTreg, 

por lo que decidimos evaluar los niveles de TGFβ en el sobrenadante de cultivo de las BMDCs, 

sin embargo, esta citocina no fue detectada (datos no mostrados).  Es por esto que decidimos 

evaluar la inducción de Tregs en presencia de BMDCs silvestres o deficientes de Inhibinas 

adicionando TGFβ exógeno al momento de la inducción.  

https://paperpile.com/c/a6VwOv/UoOJj
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Figura 17. BMDC maduras de ratones deficientes de Inhibina muestra una menor capacidad 
para inducir proliferación de las células T CD4+. Células CD11c+ diferenciadas in vitro fueron 
sorteadas al día 6 de cultivo y co-cultivadas con células T CD4+ vírgenes alogénicas a diferentes 
proporciones. Al día 3 y 5 la proliferación de las células T fue evaluada a través de la dilución de 
Cell Trace Violet (CTV). (A) La proliferación a diferentes proporciones de células DC:T fue 
evaluada. (B) Gráficas de barras representando la proliferación normalizada de las células T con 
respecto a aquella obtenida en presencia de las BMDC maduras del ratón silvestre, a la proporción 
1:10. (C) Al día 5 la inducción de Tregs fue evaluada en base a la expresión de FoxP3 (GFP). Se 
muestra una gráfica de puntos representativa (izquierda), así como el porcentaje de células 
CD4+CD25+FoxP3-GFP+ (derecha). Media ± EE. *p<0.05, **p<0.01. Datos de 4 experimentos 
independientes. 
 

Como se puede observar en la Figura 18, se encontró un mayor porcentaje de células Treg 

CD25+FoxP3+ en la inducción llevada a cabo en presencia de mBMDC Inhα-/- (proporción 1:10 

DC:Th vírgenes) comparadas con las mBMDC Inhα+/+, en presencia de TGFβ exógeno y 
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anticuerpos anti-CD3. Además, el incremento de inducción de Treg, estuvo acompañado de un 

incremento en la expresión de CD25 y FoxP3 (Figura 18C), sugiriendo que las Treg inducidas 

pueden presentar un incremento de la función supresora 205. 

 

 

Figura 18. Las Inhibinas controlan la inducción de células Treg en presencia de BMDCs in 
vitro. BMDC fueron co-cultivadas con células T CD4+ vírgenes, en presencia de anti-CD3 
(0.1μg/ml) y TGFβ (0.25ng/ml). Después de 5 días, se evaluó la inducción de Treg 
(CD4+CD25+FoxP3+). (A) Gráficas de puntos representativas de la inducción de Tregs en ratones 
silvestres (Inhα+/+) o deficientes de Inhibina (Inhα-/-). (B) Porcentaje de Treg inducidas en 
presencia de iBMDC (inmaduras) o mBMDC (estimuladas con LPS), silvestres o deficientes de 
Inhibina, a diferentes proporciones. Las gráficas representan el porcentaje (izquierda) y los 
números totales (derecha) de la población de Tregs. (C) Expresión de CD25 (izquierda) y FoxP3 
(derecha) en la población de células Treg inducidas in vitro. La intensidad de fluorescencia está 
reportada como incremento relativo (IR), con respecto a las células del ratón silvestre. Media±EE. 
*p≤0.05, **p≤0.01. Datos de 4 experimentos independientes. 

Puesto que se evidenciaron alteraciones en la expresión de MHC-II y moléculas co-

estimuladoras y co-inhibidoras en DC deficientes de Inhibina obtenidas ex vivo, a continuación, 

analizamos la capacidad de inducir Tregs de las DCs CD11c+ obtenidas ex vivo de bazo y ganglios 

linfáticos periféricos de ratones deficientes de Inhibinas, co-cultivados con linfocitos T vírgenes, 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/x2RI2
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en presencia de anticuerpos anti-CD3 y TGFβ. En este caso también se observó un incremento 

significativo en la generación de Tregs cuando se usaron DCs Inhα-/-, comparadas con las DCs 

Inhα+/+ (Figura 19A); aunque en este caso, las Treg inducidas no mostraron un incremento en los 

niveles de expresión de FoxP3 y CD25 (Figura 19B). Estos datos en conjunto nos indican que las 

DCs deficientes de Inhibinas tienen una mayor capacidad para promover la tolerancia periférica 

de las células T. 

 

Figura 19. Las Inhibinas controlan la inducción de células Treg en presencia de DCs CD11c+, 
in vitro. DCs CD11c+, obtenidas de bazo y ganglios linfáticos periféricos, fueron co-cultivadas 
con células Th vírgenes (proporción DC:T, 1:10), en presencia de anticuerpos anti-CD3 (0.1μg/ml) 
y TGFβ (0.25ng/ml). Después de 5 días, se evaluó la inducción de Treg (CD4+CD25+FoxP3+). (A) 
Porcentaje de Treg inducidas en presencia de DCs CD11c+ silvestres o deficientes de Inhibina. Las 
gráficas representan el porcentaje (izquierda) y los números totales (derecha) de la población de 
Tregs. (B) Expresión de CD25 (izquierda) y FoxP3 (derecha) en la población de células Treg 
inducidas. La intensidad de fluorescencia está reportada como incremento relativo (IR), con 
respecto a las células del ratón silvestre. Media±EE. **p≤0.01. Datos de 3 experimentos 
independientes. 
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d. Las células dendríticas deficientes de Inhibina aumentan la inducción de 

células T reguladoras periféricas in vivo. 

Para analizar la relevancia de nuestros hallazgos in vivo, decidimos evaluar la inducción 

de Treg durante una respuesta inmunológica a un antígeno, en la cual pudiéramos rastrear la 

generación de pTregs. Para esto se empleó como antígeno ovoalbúmina (OVA), para inmunizar 

ratones silvestres o deficientes de Inhibinas (CD45.2), a los cuales previamente se transfirieron 

linfocitos T transgénicos CD4+CD25-Vβ5.1+CD45.1+ (OVA-específicos). Además, para analizar 

selectivamente la contribución de las células dendríticas, empleamos un sistema de 

direccionamiento del antígeno, usando un anticuerpo anti-DEC205 fusionado a OVA α-DEC-

OVA) 165,206. 

Brevemente, células T vírgenes CD4+CD25-Vβ5.1+CD45.1+ fueron transferidas de manera 

intravenosa a ratones CD45.2 Inhα-/- o Inhα+/+ y 24 horas después, los ratones receptores fueron 

inmunizados intradermicamente en la oreja con OVA o α-DEC-OVA, en presencia o ausencia de 

CT como adyuvante. Siete días después de la inmunización, se analizó la respuesta de las células 

T en el ganglio linfático drenante. Como se puede observar en las Figuras 20 y 21, la inmunización 

con OVA+CT resultó en un menor porcentaje y número de linfocitos T CD4+ OVA-específicos 

(Vβ5.1+) en los ratones receptores deficientes de Inhibinas, comparados con los silvestres, 

sugiriendo que las Inhibinas pueden regular la expansión de células T CD4+, a través de la 

modulación del MHC-II y las moléculas co-estimuladoras/co-inhibidoras, o bien la migración de 

estas células (T CD4+) al sitio de inflamación. Además, encontramos un mayor número de pTreg 

(OT-II+CD45.1+FoxP3+) en los ratones Inhα-/- inmunizados con α-DEC-OVA, comparados con 

los silvestres; mientras que en los ratones inmunizados con α-DEC-OVA+CT se observa un 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/wjVzh+BGlSG
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incremento en el número de pTreg en los ratones Inhα-/-, comparados con los Inhα+/+, aunque 

este no es estadísticamente significativo. Estos datos en conjunto indican que las DCs deficientes 

de Inhibinas, son más propensas a inducir respuestas tolerogénicas in vivo, incluso en presencia de 

adyuvante.

 

Figura 20. Análisis representativo del experimento de direccionamiento del antígeno a DCs 
Inhα+/+ o Inhα-/- a través de α-DEC205-OVA, para la inducción de pTregs. Células T CD4+ 
vírgenes OT-II+CD45.1+ fueron transferidas a ratones Inhα+/+ o Inhα-/-, 24h después, los ratones 
fueron inmunizados vía intradérmica en la oreja, con α-DEC-OVA u OVA, en presencia o ausencia 
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de toxina del cólera (CT) como adyuvante. La evaluación de pTreg fue hecha 7 días después de la 
inmunización, en el ganglio linfático drenante. Se presentan las gráficas de puntos representativas 
de las células transferidas (CD45.1+Vβ5.1+) (arriba) y pTreg (CD25+FoxP3+) (abajo); tanto para 
los ratones receptores Inhα+/+ como Inhα-/-.  
 

 

 

Figura 21. El direccionamiento del antígeno a DCs Inhα-/- a través de DEC205, induce un 
mayor número de células T reguladoras periféricas (pTreg) in vivo. Se muestra la 
cuantificación del experimento descrito en la Figura 20. Las gráficas de barras representan el 
porcentaje (izquierda), y el número (derecha) de las células T CD4+ totales (panel 

superior), células transferidas (panel intermedio) y pTregs (panel 

inferior). Media±EE. *p≤0.05, **p≤0.0. Datos de 3 experimentos independientes. 
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e. Evaluación del papel de las Inhibinas en la inducción de células T reguladoras 

FoxP3+ de manera intrínseca al linfocito T CD4+. 

 

A pesar de que el fenotipo tolerogénico de las DCs deficientes de Inhibina podría explicar 

el incremento en la generación de pTreg en MLN, y en los sistemas in vitro e in vivo realizados, 

no podemos descartar que la Inhibina por un mecanismo autocrino pudiera modular la activación 

y/o diferenciación funcional de los linfocitos T, incluida la conversión de Tregs. 

Para esto empleamos un modelo de inducción de Tregs en ausencia de DCs, en el cual se 

activó a los linfocitos T CD4 con un estímulo policlonal (anticuerpos anti-CD3/ anti-CD28) en 

presencia de diferentes concentraciones de TGFβ. Como se puede observar en la Figura 22, al 

incrementar la dosis de TGFβ en el cultivo se incrementa la viabilidad de las células, la cual es 

muy baja inicialmente probablemente debido a la falta de IL-2 en el cultivo. De manera interesante, 

la viabilidad de las células deficientes de Inhibina se incrementa significativamente, con respecto 

a las células silvestres, a bajas dosis de TGFβ (0.5ng/ml). Por otro lado, no observamos diferencias 

en el porcentaje ni en el número de Tregs inducidas, a ninguna de las dosis estudiadas, en los 

cultivos de células deficientes de Inhibina.  

Para tratar de entender si las diferencias en el modelo de inducción policlonal pueden 

deberse a la presencia o ausencia de Inhibinas, y tomando en cuenta datos previos del laboratorio, 

donde se ha demostrado que los timocitos pueden pueden expresar las subunidades de las Inhibinas 

en el timo 189, decidimos evaluar si los linfocitos T CD4+ al ser activados tienen la capacidad de 

producir Inhibina A.  

  

 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/O2MXk
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Figura 22. La inducción de células T reguladoras in vitro a partir de células T vírgenes 
deficientes de Inhibinas no se altera en comparación a las células silvestres. Células T CD4+ 
vírgenes se cultivaron en presencia de anticuerpos anti-CD3 (1μg/ml, pegado a placa) y anti-CD28 
(2μg/ml, soluble) y diferentes concentraciones de TGFβ (0.5, 1, 2.5 ng/ml). Tras 5 días de 
diferenciación, la inducción de células Treg fue evaluada a través de la expresión de FoxP3 y 
CD25. Las gráficas representan: viabilidad (A), porcentaje y número de células Treg (B) e 
incremento relativo (IR) de la expresión de FoxP3 y CD25 (C). La intensidad de fluorescencia 
está reportada como incremento relativo (IR), con respecto a las células del ratón silvestre. Media 
± EE. *p≤0.05. Datos de 3 experimentos independientes. 
 

Como se puede observar en la Figura 23, los linfocitos T CD4+ muestran un pico de 

producción de Inhibina, tras la activación a través de CD3 y CD28 a las 96 h; mientras que para la 

Activina la concentración máxima se alcanzó a las 120h. Sin embargo, estos resultados son 

preliminares puesto que es necesario incrementar el número de experimentos para confirmar este 

dato. 
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Figura 23.  La Inhibina A es producida por los linfocitos T CD4+ vírgenes tras su activación. 
Células T CD4+ vírgenes fueron cultivados en presencia de anticuerpos anti-CD3 (1μg/ml, pegado 
a placa) y anti-CD28 (2μg/ml, soluble). Secreción de Inhibina A (panel izquierdo) y Activina A 
(panel derecho), fue evaluada, a través de ELISA, en los sobrenadantes de cultivo, cada 24h hasta 
el día 5. Datos de 1 experimento. 
 
 

f. Función de las células T reguladoras deficientes de Inhibina. 

Con el propósito de evaluar la función de las Tregs, y debido a que se encontraron 

diferencias en la expresión de Foxp3 en las Treg inducidas in vitro en presencia de BMDCs, se 

empleó un modelo de supresión de la proliferación in vitro. En la Figura 24 se puede observar que 

las Tregs obtenidas ex vivo de ratones deficientes de Inhibina no muestran diferencias en su 

capacidad supresora con respecto a las Tregs de ratones silvestres, a diferentes proporciones T 

CD4+: Treg. Es necesario evaluar la función supresora de las tTreg y pTreg por separado, para 

concluir si las Treg deficientes de Inhibina tienen o no una capacidad supresora diferente de 

aquellas silvestres.  
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Figura 24. La capacidad supresora de la proliferación de las células Treg Inhα-/-, obtenidas 
ex vivo es similar a la de las Treg silvestres. Células T reguladoras (CD4+CD25+Foxp3/GFP+) 
fueron obtenidas de órganos linfoides secundarios (bazo y ganglios linfáticos periféricos) de 
ratones Inhα+/+ and Inhα-/-, y se co-cultivaron con células respondedoras T CD4+ previamente 
marcadas con CTV (cell trace violet) a diferentes proporciones. Después de 5 días, se evaluó la 
proliferación de las células respondedoras a través de la dilución de CTV. Media ± EE. datos de 4 
experimentos independientes. 
 

12.  Discusión 

Para evaluar el papel de las Inhibinas en la inducción de pTreg decidimos emplear como 

unidad experimental los ratones deficientes de Inhibinas (Inhα-/-). Sin embargo, los ratones Inhα-/- 

pueden presentar tumores en las gónadas, tan temprano como a las 4 semanas de edad, aunque en 

la mayoría de los casos los tumores se presentan alrededor de las 10 semanas de edad 194. Además, 

se ha reportado que como resultado de la presencia de tumores estos ratones pueden presentar 

pérdida de peso y caquexia a partir de las 7 semanas de edad 196. Tanto la presencia de tumores 

como de caquexia pueden afectar las subpoblaciones linfocitarias en el ratón, por lo que decidimos 

evaluar estas subpoblaciones a diferentes semanas de edad, para determinar a qué edad llevar a 

cabo la evaluación de las subpoblaciones de Treg.  

Como podemos observar en la tabla 1, se muestra que a las 9 semanas hay alteraciones de 

número de células. En timo se observa una disminución estadísticamente significativa del número 

de células, mientras que en los órganos linfoides secundarios (particularmente bazo y PLN) 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/7QT3Y
https://paperpile.com/c/a6VwOv/Byji
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podemos observar un incremento (no significativo estadísticamente) y en MLN una disminución 

no significativa en el número de células. Por su parte los números de linfocitos T CD4+ y CD8+ 

muestran un incremento a las 9 semanas de edad en PLN en los animales deficientes de Inhibina, 

mientras que en MLN se observa una disminución de los linfocitos T CD8+. En cuanto al 

porcentaje de estas subpoblaciones de linfocitos T observamos tanto en bazo como en MLN una 

disminución de CD4+ y CD8+ a las 9 semanas de edad en los ratones deficientes de Inhibina. La 

disminución tanto de células totales como de las subpoblaciones de linfocitos T en MLN 

correlaciona con lo reportado previamente por Matzuk et al196, donde se observó que los ratones 

deficientes de Inhibina muestran una pérdida de peso a partir de la 7 semanas de edad, asociada 

con atrofia de la mucosa de la región glandular del estómago, lo cual puede resultar también en 

alteraciones en intestino y MLN.  

Por otra parte, se ha reportado que los niveles de Activina en ratones macho deficientes de 

Inhibina pueden incrementar a partir de las 7 semanas y en hembras a partir de las 10 semanas de 

edad 196. Además se ha reportado que dependiendo del contexto las Activinas pueden inhibir o 

promover la proliferación de timocitos207,208, por ejemplo, en presencia de IL-6 exógena las 

activinas pueden promover la proliferación de timocitos de rata196,209; lo cual podría  explicar los 

efectos de aumento y/o disminución de subpoblaciones observados a las 9 semanas de edad en los 

diferentes órganos evaluados. Por lo tanto, se decidió evaluar los niveles de activina en suero a 

diferentes semanas de edad. 

Como podemos ver en los datos de la Figura 9, los niveles de Activina en suero aumentan 

significativamente a partir de las 6 semanas de edad en los ratones deficientes de Inhibina, 

explicando particularmente las alteraciones encontradas a las 9 semanas de edad en estos. Se ha 

sugerido que la disminución de la secreción de la subunidad α de Inhibina, favorece la producción 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/Byji
https://paperpile.com/c/a6VwOv/Byji
https://paperpile.com/c/a6VwOv/qBbn+6iIF
https://paperpile.com/c/a6VwOv/Byji+YhAL
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de Activinas (revisado en 175), lo cual puede explicar el incremento de los niveles de Activina en 

el suero de los ratones deficientes de Inhibina.  

Se ha reportado que, in vitro, la Activina A puede inducir Treg CD4+CD25+FoxP3+ a 

partir de células T vírgenes tras la estimulación con anticuerpos anti- CD3 y anti-CD28 de manera 

dosis dependiente y actúa de manera sinérgica con TGFβ, induciendo mayor número de células 

Treg197. Además, in vivo la frecuencia de las Treg en periferia se encuentra incrementada en 

ratones transgénicos (K14-activin β A) con niveles altos de Activina A en suero y la tasa de 

conversión de T vírgenes a Treg en estos ratones fue mayor comparada con el los ratones silvestres 

197,210. Por lo tanto, se decidió realizar la evaluación de las subpoblaciones de Treg a las 4 semanas 

de edad de los ratones deficientes de Inhibina, ya que el incremento de Activina A en el suero de 

los ratones deficientes de Inhibina observado a las 6 y 9 semanas podría alterar las poblaciones de 

Treg, enmascarando los efectos de la ausencia de Inhibina en estas poblaciones.  

En las Tablas 1, 2 y 3, y en la Figura 10 se puede observar que el número de células totales, 

los números de linfocitos T CD4+ y CD8+ y las frecuencias de los mismos no muestran alteraciones 

en los ratones deficientes de Inhibina con respecto a los silvestres a las 4 semanas de edad. Se 

decidió evaluar lámina propia de colon, además de los órganos linfoides secundarios descritos 

previamente (bazo, PLN y MLN), ya que como se mencionó previamente el intestino es un sitio 

enriquecido en pTregs donde además estas juegan un papel muy importante en el establecimiento 

y mantenimiento de la  tolerancia 88,89. 

Previamente reportamos que en ratones Inhα-/- de 2 semanas de edad hay un incremento en 

el porcentaje de células Treg en timo (CD25+FoxP3+), comparado con ratones silvestres, en 

conjunto con una disminución del porcentaje de CD4SP, lo cual indica que la inducción de tTreg 

se ve favorecida en estos ratones 190. Esto probablemente está dado por la disminución de las 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/9fqbd
https://paperpile.com/c/a6VwOv/6KS7o
https://paperpile.com/c/a6VwOv/3JlPL+6KS7o
https://paperpile.com/c/a6VwOv/IEPJt+XFeQS
https://paperpile.com/c/a6VwOv/MRf7Q
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interacciones de alta avidez en el ratón deficiente de Inhibina, ya que se observó una disminución 

de la expresión de MHC-II en las cTECs y cDCs en estos ratones, disminuyendo así el umbral de 

selección de los linfocitos T, y desplazando el balance de selección negativa a desarrollo de 

Treg190. Está bien establecido que las tTreg migran hacia los órganos linfoides secundarios. Por lo 

tanto, el incremento en los números de células tTreg en PLN en los ratones deficientes de Inhibina, 

puede ser atribuido a los hallazgos previamente descritos en el timo de estos ratones 190. 

De manera interesante, en MLN y lámina propia de colón, encontramos un incremento 

significativo en el porcentaje de Tregs CD25+FoxP3+Helios-, las cuales podemos definir como 

pTreg en condiciones de homeostasis 7. El microambiente intestinal provee una estimulación 

continua de bacterias comensales y antígenos de la dieta, esta mucosa está particularmente 

predispuesta a la inducción de tolerancia a través de la producción  de citocinas anti-inflamatorias 

(IL-10, TGFβ), las cuales promueven la conversión de Th vírgenes a Tr1 y pTreg, mientras que la 

producción de ácido retinoico por las DCs CD103+ inducen la expresión de FoxP3 y moléculas de 

“homing” a intestino CCR9 e integrinas α4β7 que retienen a las Treg en la mucosa intestinal 55. 

De hecho, experimentos usando eliminación de células Treg (ratón DEREG), revelaron que la 

presencia constitutiva de las Treg es requerida para la prevención de inflamación autoinmune y 

colitis 211. Por lo tanto, nuestros datos sugieren que las Inhibinas regulan la generación de novo, el 

mantenimiento o el reclutamiento de Treg en la mucosa intestinal bajo condiciones homeostáticas. 

Como se observa en los resultados, las poblaciones de DCs en MLN no muestran 

diferencias en porcentajes y números (Figura 13), sin embargo, el fenotipo de estas se encuentra 

alterado, encontrando una disminución de la expresión en superficie de MHC-II en las todas las 

poblaciones de cDC, tanto residentes como migratorias (Figura 14). Cabe mencionar, que 

previamente en el laboratorio se habían evaluado las frecuencias y números totales de DCs 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/MRf7Q
https://paperpile.com/c/a6VwOv/MRf7Q
https://paperpile.com/c/a6VwOv/7ZsDV
https://paperpile.com/c/a6VwOv/JDRC2
https://paperpile.com/c/a6VwOv/vMNgC
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residentes y migratorias en bazo y PLN de los ratones deficientes de Inhibina sin encontrar 

diferencias en relación a los animales silvestres 193, lo que correlaciona con nuestros hallazgos, 

sugiriendo que la diferenciación de las poblaciones de DCs y su llegada a estos nichos no se 

encuentra afectada en los ratones deficientes de Inhibina. En ese trabajo, al evaluar la expresión 

de MHC-II en las poblaciones de DCs  en bazo y MLN no se encontraron diferencias, sin embargo 

al evaluar la expresión de esta moléculas en las células de Langerhans en epidermis de piel se 

encontró disminuida193, correlacionando con lo observado en las subpoblaciones de MLN en el 

presente trabajo. Dado que las alteraciones fenotípicas se observan en poblaciones de DCs que se 

encuentran en sitios de constante interacción con antígenos y PRRs estos corroboran que las 

Inhibinas están involucradas en el proceso de maduración de las DCs.  

Además, al evaluar las moléculas co-estimuladoras/inhibidoras en las poblaciones de DCs 

en MLN, también observamos un incremento en PD-L1 en las rDCs CD8α+ y en las mDCs 

CD103+CD11b- (Figura 14). En este sentido, previamente se ha reportado que las DCs CD103+ 

juegan un papel clave en la inducción de tolerancia en el intestino, ya que producen altos niveles 

de RA y TGFβ, los cuales son mediadores clave de la inducción de FoxP3 en el microambiente 

intestinal 212,213. De hecho, se ha demostrado que las DC CD103+CD11b-PD-L1hi son potentes 

inductores de pTregs 159. Además in vitro se ha observado que la expresión de PD-L1 en DCs, 

diferenciadas en presencia de 1α,25‐dihidroxivitamina D3, es crucial para la adquisición de la 

función de Treg, mientras que el bloqueo de PD-L1 en estas células resulta en la generación de 

células T tipo Th1  214. PD-L1 promueve la diferenciación y el mantenimiento de la función de las 

Treg inducidas, manteniendo y aumentando la expresión de FoxP3. PD-L1 induce Treg a través 

de la inhibición de la cascada de señalización Akt/mTOR, cambiando el “switch molecular” de las 

células T CD4+ vírgenes hacia el desarrollo de Treg 210. 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/UoOJj
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Además, en nuestros datos se observó un aumento de la expresión en superficie de CD80 

y CD86 en las rDCs CD8+ y en las mDCs CD103-CD11b- (Figura 14), en relación a esto es 

importante mencionar que las moléculas CD80 y CD86 no actúan únicamente como moléculas co-

estimuladoras, ya que pueden unirse a receptores co-inhibidores en las células T, tales como CTL4 

y PD-L1, con alta afinidad, lo cual puede favorecer la inducción de tolerancia, a través de la 

competencia con receptores como CD28, importantes para la activación del linfocito T, e 

inhibiendo su proliferación 215,216. Además, se ha reportado que PD-L1 se puede unir in cis sobre 

la misma célula, bloqueando la unión de CD80 a sus ligandos 217. Por lo tanto, la co-expresión de 

estas moléculas (PD-L1, CD80, CD86), in vivo, podría promover una respuesta tolerogénica. 

El hecho de que la expresión de PD-L1 se encuentra aumentada en las DCs en ausencia de 

Inhibinas, sugiere que las Inhibinas pueden ser un blanco para prevenir la inducción de tolerancia 

en patologías en las cuales se requiere aumentar la respuesta inmune como el cáncer, dado que, 

como sabemos se ha demostrado que el bloqueo de PD-1 ha sido efectivo en la terapia anti-tumoral 

218. Por otro lado, la activación de la vía co-inhibitoria de PD-L1/PD-1 es importante en el control 

de enfermedades autoinmunes 219. Por lo tanto, entender el mecanismo por el cual se regula la 

expresión de esta molécula es crucial para futuros enfoques clínicos. 

Los cambios en el fenotipo en las DCs obtenidas ex vivo de MLN, se conservan al menos 

parcialmente en BMDCs y en cDCs obtenidas de bazo deficientes de Inhibina, al ser maduradas 

en presencia de LPS (Figura 15). Este fenotipo correlaciona con la disminución de la capacidad de 

inducir proliferación de linfocitos T alogénicos de las BMDC Inhα-/-, tanto al día 3 como al día 5 

(Figura 17 y reportado en 193). PD-L1 puede disminuir la señalización del receptor de linfocitos T 

por medio de SHP-2 220, y en consecuencia puede promover la anergía de los linfocitos T y/o la 

inducción de Treg 221, por lo que se evaluó la inducción de Tregs en presencia de BMDCs Inhα-/-. 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/c13aQ+ELn2i
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Al analizar el porcentaje y número de inducción de Treg en los co-cultivos de BMDCs Inhα-/- y 

linfocitos T vírgenes, en comparación con aquellos donde se emplearon BMDCs silvestres, no 

encontramos diferencias en el porcentaje (Figura 17) ni en el número (datos no mostrados) de Treg 

inducidas en el cultivo. Existen reportes donde se ha observado que las BMDCs diferenciadas y 

estimuladas en presencia de SFB producen muy bajas concentraciones de TGFβ comparadas con 

aquellas que se diferencian en ausencia de SFB 222, similar a lo observado por nosotros, ya que no 

pudimos detectar TGFb en los sobrenadantes de las BMDCs (datos no mostrados); por lo que se 

decidió añadir al sistema TGFβ. 

Como se mencionó previamente, al añadir TGFβ exógeno al co-cultivo de DCs y linfocitos 

T, además de anti-CD3 a concentraciones bajas, observamos que las mBMDCs deficientes de 

Inhibina muestran una mayor capacidad de inducir Treg (Figura 18B), al emplear una proporción 

de 1 DC por cada 10 linfocitos T vírgenes. Sin embargo, al evaluar los números totales podemos 

observar que hay una tendencia a incrementar los números de Treg en la misma proporción sin 

embargo esta no es estadísticamente significativa, esto puede deberse a la disminución de la 

capacidad de inducción de proliferación de linfocitos T alogénicos de las DCs deficientes de 

Inhibina (Figura 17). Observaciones similares se obtuvieron al usar DCs CD11c+ maduras 

obtenidas ex vivo. Estas diferencias pueden ser explicadas parcialmente por la regulación positiva 

de PD-L1 y el fenotipo semimaduro, previamente reportado,  de las BMDC Inhα-/- estimuladas con 

LPS 193, así como por las diferencias encontradas tras la maduración de las DCs obtenidas ex vivo, 

señalando la importancia de la regulación de la segunda señal (moléculas co-estimuladoras/ co-

inhibidoras) por la Inhibina en las células dendríticas. 

Es importante señalar que en el sistema de inducción empleado, al agregar TGFβ al cultivo, 

podemos alterar el fenotipo de las DCs, ya que se ha reportado que las DCs adquieren un fenotipo 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/r5Qz
https://paperpile.com/c/a6VwOv/UoOJj
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tolerogénico en presencia de TGFβ, caracterizado por baja expresión de los marcadores de 

maduración CD83, CD80 y CD86, así como MHC-II y por una disminución de la expresión de 

citocinas pro-inflamatorias y un aumento de la secreción de citocinas anti-inflamatorias 223. Por lo 

que nuestros resultados podrían deberse a una respuesta diferencial de las DCs al TGFβ; la cual 

podría estar regulada diferencialmente debido a la presencia del betaglicano, al cual como ya se 

mencionó se unen las Inhibinas con alta afinidad a través de su subunidad alfa185, además de a 

otros ligandos de la superfamilia entre ellos al TGFβ 224,  por lo que en ausencia de Inhibinas podría 

favorecerse la unión de TGFβ y por tanto modificar el fenotipo de las DCs deficientes de Inhibina 

hacía características tolerogénicas. Para evaluar esto sería importante evaluar el fenotipo de las 

DCs a diferentes tiempos tras la estimulación con TGFβ, además de evaluar los niveles de 

betaglicano en las DCs y  los niveles de fosforilación de Smad2 tras el estímulo con TGFβ de las 

DCs deficientes de Inhibina en comparación con las silvestres. 

In vivo, el direccionamiento de antígenos a DCs ya sea CD8+ o CD103+ a través del uso de 

anticuerpos anti-DEC205, CLEC9A y langerina resulta en inducción de pTregs100,225,226; de hecho 

la inducción de pTreg está afectada en los ratones deficientes de BAFT3 o IRF8 (ambos necesarios 

para el desarrollo de las DCs CD8+ o CD103+ (cDC1))227, mientras que en los ratones donde IRF4 

se encuentra deficiente (importante para el desarrollo de DCs CD11b+ o cDC2), se restaura la 

inducción de pTregs. Además, se ha reportado que empleando el sistema de direccionamiento del 

antígeno a través de anti-DEC205 se pueden generar respuestas inmunogénicas o tolerogénicas, 

dependiendo del adyuvante usado durante la inmunización 165. Específicamente, el uso de la toxina 

del cólera (CT) como adyuvante, induce respuestas Th1 y Th17 efectivas tras la inmunización 

intradérmica 165, mientras que en ausencia de adyuvante, se ha observado que se promueve una 

respuesta tolerogénica, a través de un mecanismo que involucra la generación de Treg 225.  

https://paperpile.com/c/a6VwOv/VKm6
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Al evaluar la inducción de pTreg en el modelo de direccionamiento de antígeno in vivo a 

través de anti-DEC205, observamos que en el ganglio drenante de los ratones deficientes de 

Inhibina se encontró un número mayor de pTreg en ausencia de adyuvante y una tendencia a 

incrementar incluso en presencia de adyuvante lo que indica que en los ratones receptores, la 

deficiencia de Inhibina y su efecto en el fenotipo de las DCs, resulta en un fenotipo tolerogénico. 

Sin embargo, con los datos obtenidos, no podemos diferenciar si el incremento en pTreg 

encontrado se debe únicamente a un incremento en la inducción de Treg, a una mayor expansión 

de esta población, o bien a cambios en la migración de esta. Por lo que además de la evaluación 

realizada en el ganglio drenante, sería relevante evaluar cómo se encuentran las poblaciones tanto 

de DCs como de pTreg y linfocitos T efectores en el sitio de inmunización (oreja), para definir si 

la respuesta en el sitio de inflamación es predominantemente tolerogénica, efectora o bien si es 

modulada diferencialmente en los ratones deficientes de Inhibina. Previamente, Olguín-Alor et al 

demostraron que al realizar un ensayo de tipo DTH en la oreja de los ratones deficientes de 

Inhibina, estos muestran una menor cantidad de infiltrado leucocitario en el sitio del reto con el 

antígeno (OVA) 193. Estos resultados muestran correlación con el fenotipo tolerogénico favorecido 

en las DCs deficientes de Inhibina. Sin embargo, en el trabajo antes mencionado, también se 

encontró que en el dLN de estos ratones hay un menor número de cDCs, al realizar el reto en los 

animales deficientes de Inhibina, y particularmente se encontró que la población CD8+CD07+ (LC) 

es la que muestra una mayor disminución en números en los ratones deficientes de Inhibina 193, 

por lo que no podemos descartar que los datos obtenidos se deban a alteraciones en la migración 

de las subpoblaciones de DCs además de los cambios en su fenotipo. Por lo tanto, es necesario 

llevar a cabo un análisis más profundo de las subpoblaciones de Treg y DCs tanto en el sitio del 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/UoOJj
https://paperpile.com/c/a6VwOv/UoOJj
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reto antigénico como en el dLN, de manera temporal, para poder atribuir específicamente los 

hallazgos encontrados los cambios en fenotipo, maduración y/o migración de las DCs. 

En intestino la población de DCs CD103+CD11b- está considerada como la población con 

la mayor capacidad de inducción de pTregs228. Además, se ha observado que el direccionamiento 

de antígeno a través de DEC-205 (expresado en cDC1) puede llevar a la inducción de tolerancia 

por la diferenciación a pTregs en mucosas (intestino), aún en un estado de inflamación 229. 

Considerando nuestros hallazgos respecto al fenotipo de las DCs en MLN, podemos hipotetizar 

que al direccionar el antígeno con DEC-205 en mucosa, específicamente en intestino (de manera 

intraperitoneal) en el ratón deficiente de Inhibinas, obtendremos una mayor inducción de pTreg 

comparada con aquella obtenida en los ratones silvestres, similar a lo obtenido en la piel de estos 

ratones. 

Por otra parte, al evaluar los linfocitos T vírgenes silvestres o deficiente de Inhibina, se 

observó que la viabilidad de las células deficientes de Inhibina se incrementa significativamente, 

con respecto a las células silvestres, en cultivos de inducción de Treg a bajas dosis de TGFβ 

(0.5ng/ml), lo cual podría implicar una mayor resistencia a muerte, probablemente relacionada a 

un incremento en la respuesta a TGFβ, el cual está relacionado con la sobrevida de células 

activadas, así como con la inducción de Tregs. Nuestros datos mostraron que, en ausencia de 

Inhibina, la inducción a Treg a partir de linfocitos T CD4+ no se modifica, sin embargo, es 

necesario llevar a cabo ensayos en otras condiciones que nos permitan corroborar este dato. Por 

ejemplo, llevar a cabo la inducción de Treg en presencia de IL-2 o RA podría favorecer la 

diferenciación y sobrevida de las células en cultivo ya que, en estos ensayos, en las condiciones 

de diferenciación la sobrevida fue de alrededor del 40%, lo cual podría estar enmascarando el rol 

de las Inhibinas.  

https://paperpile.com/c/a6VwOv/s5ep
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En la figura 23 podemos observar los niveles de activina en el sobrenadante del cultivo de 

linfocitos T activados silvestres o deficientes de Inhibina, a pesar de que no se observan grandes 

diferencias estos datos son preliminares (n=1), por lo que es necesario incrementar la n para evaluar 

los niveles de Activina en los sobrenadantes de cultivo de los linfocitos T activados y además 

también evaluar dichos niveles en condiciones de diferenciación, ya que como se mencionó 

previamente, la falta de la subunidad alfa de la inhibina favorece la “unión” de subunidades beta 

que podrían llevar a una mayor concentración de activina. Esto es importante ya que como se 

mencionó previamente se ha demostrado que las Activinas pueden sinergizar con el TGFβ para 

favorecer la inducción de Tregs197. 

  Se ha reportado que los timocitos CD4 SP expresan tanto la subunidad α como la βA 189. 

Además, se ha reportado previamente que la estimulación a través del TCR y moléculas co-

estimuladoras (anti-CD3 y anti-CD28) puede inducir la secreción de Activina A en los linfocitos 

T CD4+ 230; sin embargo, no existe ningún reporte a la fecha en el cual se haya evaluado la 

secreción de Inhibina. Como se esperaba, linfocitos T CD4+ son capaces de producir Inhibina A 

tras el estímulo mencionado, donde además el pico de producción de Inhibina se da a las 96h (datos 

preliminares), antes que aquel de la Activina.  

Cabe mencionar que en datos no publicados del laboratorio, se ha observado que en 

ausencia de Inhibinas se favorece la diferenciación de linfocitos T CD4+ vírgenes a Th17 231. El 

linaje Th17, al igual que las Treg, requieren TGFβ para su diferenciación 232, lo que nos indica que 

la respuesta de los linfocitos T deficientes de Inhibina al TGFβ puede estar alterado. Sería 

interesante evaluar también otros linajes dependientes de TGFβ cómo son las células Th9 233. 

Como se mencionó previamente, las Inhibinas se pueden unir con alta afinidad al TβRIII, 

el cual actúa como un co-receptor que puede potenciar las señales mediadas por TGFβ 234 y de 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/6KS7o
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manera reciente, hemos demostrado que TβRIII promueve la inducción de Treg in vitro 235. Por 

otro lado se ha observado que la Inhibina A puede modular la expresión de TβRIII, lo cual puede 

antagonizar las señales dadas por TGFβ2 236, por lo que en cultivos de diferenciación de linfocitos 

T a diferentes linajes (Treg, Th17), las Inhibinas podría contribuir a la regulación de la señal dada 

por TGFβ; por lo anterior sería relevante poder probar diferentes condiciones de inducción. 

Al observar los niveles de expresión de Foxp3 en nuestros sistemas de inducción de pTreg 

in vitro, observamos que las pTreg inducidas con mBMDCs deficientes de Inhibina mostraron un 

incremento en la expresión de este factor de transcripción. Como se mencionó previamente la 

expresión de Foxp3 está relacionada tanto a la función supresora como a la estabilidad de estas 

células, por lo que surge la pregunta de si las Inhibinas juegan un papel importante en la regulación 

de la función de las Treg. Como primera aproximación para evaluar si las Inhibinas juegan un 

papel importante en la función de las Treg, se realizaron ensayos de supresión empleando Tregs 

obtenidas ex vivo de ratones silvestres o deficientes. Como mencionamos antes, no observamos 

diferencias en la capacidad supresora de las células, sin embargo no podemos descartar que haya 

diferencias en la función de estas células, ya que como se mencionó en la introducción las células 

Treg tienen una variedad de mecanismos a través de los cuales ejercen su función regulatoria, por 

lo que sería importante realizar diversos tipos de ensayo. Además, en el caso del ensayo realizado 

aquí se empleó una mezcla de tTreg y pTreg, ya que en estos ratones no es posible separar ambos 

tipos celulares, por lo que sería importante hacer ensayos separando cada una de estas 

subpoblaciones. Para lo cual se podrían inducir in vitro o in vivo pTreg en un sistema que permita 

su identificación. Además se podrían emplear ensayos donde se puedan co-transferir células tTreg 

y pTreg en cantidades conocidas, como en el caso de los experimentos de Haribhai et al. en un 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/l4Y5m
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modelo de colitis inducido en ratones linfopénicos 4, o bien en un modelo de colitis inducida por 

dextran. 

 

 El mecanismo molecular por el cual las Inhibinas pueden modular las respuesta de 

linfocitos  T efectores o reguladores aún necesita ser estudiado. Particularmente es importante 

entender si los efectos observados en nuestro modelo están dados por la Inhibina A o la Inhibina 

B, las cuales se ha observado que se pueden unir a correceptores diferentes. Está bien descrito que 

la Inhibina A puede unirse a betaglicano con mayor afinidad que la Inhibina B 237; sin embargo, 

los efectos mediados por Inhibina B en cuanto a inhibición de la FSH no no parecen estar mediados 

por este receptor 238. Es por esto que se ha sugerido que Inhibina B tenga un coreceptor diferente 

de betaglicano, el cual aún no ha sido caracterizado. Por esto un primer paso para entender cuál 

Inhibina es la responsable de nuestros efectos sería emplear modelos de células silvestres en los 

cuales se bloqueara ya sea Inhibina A o Inhibina B de manera específica o bien el dominio de 

unión a Inhibina A en el betaglicano, para entender si la señalización río abajo de este receptor es 

importante para los efectos observados. Sería interesante también evaluar los niveles de 

betaglicano en las DCs deficientes de Inhibina, para entender si la ausencia de esta puede llevar a 

una modulación de su correceptor, lo cual pudiera impactar en la respuesta al TGFβ de estas 

células. 

 Como podemos observar en nuestros datos las BMDCs pueden producir Inhibina A en 

respuesta al estímulo de LPS, lo que sugiere que esta citocina podría actuar de manera autocrina 

sobre las DCs. In vitro hemos reportado que la adición de Inhibina A recombinante a cultivos de 

BMDCs deficientes de Inhibina en presencia de LPS puede llevar a una recuperación de la 

expresión de MHC-II193, sugiriendo que esta es la responsable de los efectos observados en la 

https://paperpile.com/c/a6VwOv/6eNPw
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https://paperpile.com/c/a6VwOv/dcvO
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expresión de esta molécula. Es necesario evaluar si la adición de Inhibina A recombinante también 

es capaz de restaurar el fenotipo de las DCs en cuanto a la expresión de PD-L1, CD80 y CD86 

durante la maduración en células deficientes de Inh α.  

 Por otra parte las observaciones previas en cuanto a las alteraciones en secreción de 

citocinas por las mBMDCs deficientes de Inhibina (incremento IL-10, disminución IL-6) no se 

recuperan tras la adición de Inhibina A recombinante193, por lo que es necesario evaluar cual es el 

posible mecanismo por el que se modulan estas, ya sea que estos efectos esten mediados por 

Inhibina B o bien que en las DCs deficientes de Inhibina las vías de señalización dependientes de 

TLRs se activen diferencialmente comparadas con los ratones silvestres. Estas preguntas necesitan 

ser evaluadas en futuros trabajos. 

 En resumen, nuestros datos muestran un incremento en las Treg de LP, MLN y PLN en los 

ratones deficientes de Inhibina, que correlacionan con un cambio en el fenotipo de las DCs, 

caracterizado por la disminución de la expresión de MHC-II, y específicamente en las cDC1 

(CD103+ y CD8+) por un incremento de la expresión de PD-L1. Nuestros datos sugieren que las 

Inhibinas modulan negativamente el fenotipo tolerogénico de las DCs (moléculas de superficie), 

por lo que las DCs deficientes de Inhibina tienen una mayor capacidad para inducir pTreg tanto in 

vitro como in vivo (Figura 25). Además, las Inhibinas pueden modular la secreción de citocinas y 

la migración de las DCs193, lo cual también puede afectar su capacidad de inducción de pTregs.  
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Figura 25. Papel de las Inhibinas en la inducción de T reguladoras periféricas. Las células 
dendríticas juegan un papel clave en la inducción de pTregs, tanto en condiciones homeostáticas 
como inflamatorias. Las inhibinas modulan negativamente la inducción de Tregs a partir de 
linfocitos T CD4+ (Th) vírgenes en la periferia a través de la promoción de la maduración de las 
DCs. En los ratones deficientes de Inhibina las DCs muestran una disminución de los niveles de 
MHC-II, e incremento en los niveles de PD-L1, lo cual correlaciona con un aumento en la 
inducción de Tregs in vitro e in vivo.  
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13.  Conclusiones 

● Las células T reguladoras periféricas se encuentran incrementadas en ausencia de 

Inhibinas. 

● Las células dendríticas, tanto residentes como migratorias, muestran una disminución de 

la expresión de MHC-II, aunado a un incremento de PD-L1 en las cDCs1 en el ganglio 

mesentérico de los ratones Inhα-/-. 

● Las células dendríticas Inhα-/- obtenidas ex vivo, estimuladas con LPS, muestran una 

disminución en la expresión de CD80 y CD86, comparadas con las DCs silvestres. 

● Las Inhibinas controlan la inducción de células T reguladoras, dependiente de DCs, in 

vitro. 

● Las DCs  Inhα-/- aumentan la inducción de células T reguladoras in vivo. 

● La función supresora de las células T reguladoras (tTreg+pTreg) Inhα-/- no se encuentra 

alterada en comparación con células Treg Inhα+/+ , en ensayos de supresión in vitro. 

 

CONCLUSION GENERAL 

Nuestros datos demuestran que las Inhibinas regulan negativamente la tolerancia periférica 

de las células T, frenando la generación de pTreg debido a la modulación negativa del fenotipo y 

función tolerogénica de las DCs. 

 

 

 

 

 



90 
 

14.  Perspectivas 

❖ Analizar si la modulación de la inducción de Treg por inhibinas se debe únicamente a la 

interacción entre moléculas co/estimuladoras o co/inhibidoras entre la DC y el linfocito T 

virgen, o bien si otros ligandos (por ejemplo: citocinas) contribuyen al efecto observado. 

❖ Identificar las vías de señalización activadas o moduladas por Inhibinas involucradas en la 

obtención del fenotipo tolerogénico obtenido en ausencia de estas moléculas. 

❖ Determinar si las Inhibinas juegan un papel en la función de las pTreg, para lo cual es 

necesario evaluar la función de las pTregs purificadas silvestres o deficientes de Inhibinas 

a través de ensayos de función supresora in vitro o bien en ensayos in vivo en un modelo 

de colitis o en un modelo de melanoma. 
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We have previously reported that the absence of inhibins results in

impaired dendritic cell (DC) maturation and function, leading to decreased

T cell activation and diminished delayed-type hypersensitivity responses.

Here, we investigated the role of inhibins in peripheral regulatory T cell

(Treg) induction in vitro and in vivo. Inhibin deficient (Inha�/�) mice

showed an increased percentage of peripherally induced Tregs in colonic

lamina propria and mesenteric lymph nodes, compared to Inha+/+ mice,

which correlated with increased expression of PD-L1 in CD103+ and

CD8a+ DCs. Lipopolysaccharide-stimulated bone marrow-derived and

ex vivo spleen- and lymph node-purified CD11c+ Inha�/� DCs induced

higher Tregs in vitro. Moreover, in vivo anti-DEC205-ovalbumin (OVA)

DC targeting of mice with adoptively transferred OVA-specific T cells

showed enhanced induced peripheral Treg conversion in Inha�/� mice.

These data identify inhibins as key regulators of peripheral T cell tolerance.

Regulatory T cells (Tregs) play a key role in central

and peripheral T cell tolerance by preventing the

development of autoimmunity and restraining inflam-

matory immune responses to pathogens that may

result in immunopathology. The balance between

effector and regulatory T cells is critical for the main-

tenance of homeostasis (reviewed in [1]).

Tregs are a subset of CD4+ T cells characterized by

a high expression level of CD25 (interleukin (IL)-2a
chain receptor) and forkhead box P3 (FoxP3), a

transcription factor considered the master regulator of

Treg development and function [2]. Their ability to

suppress several immune cell responses has become

increasingly relevant to understanding and treating

several diseases and inflammatory responses [3]. Two

major Treg subsets have been identified, those origi-

nating in the thymus, referred to as thymic Tregs

(tTregs), and those induced in peripheral tissues from

na€ıve T cells, referred to as peripheral Tregs (pTregs)

(reviewed in [4]). Both populations share some
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phenotypic markers including FoxP3, CD25, GITR

and CTLA-4, although other markers, such as neu-

ropilin 1, CD73 and Helios, have been proposed as

specific for tTregs [5,6]. In addition, the signaling

events needed to induce pTregs are different from

those required for tTreg differentiation; transforming

growth factor b (TGFb) is a required cytokine for

FoxP3 induction in pTregs, as well as low levels of T

cell receptor (TCR) activation and low costimulatory

signals. In contrast, tTregs require strong TCR and

costimulatory signals and the presence of c chain

cytokines, such as IL-2 and/or IL-7. These different

requirements are associated with the transcriptional

regulation of the FoxP3 gene in tTregs versus pTregs

[7]. Concerning the functional relevance of Treg sub-

populations, tTregs have been shown to play a crucial

role in the control of autoimmune diseases [8], while

pTregs appear to be more relevant in restraining

immunopathology after an immune response and in

the context of intestinal homeostasis [9] (reviewed in

[10]). However, both tTregs and pTregs have been

shown to be necessary to prevent colitis, showing a

non-redundant role in the maintenance of peripheral

tolerance [11].

In addition to FoxP3+ Tregs, other regulatory T cell

subsets can be induced from na€ıve T cells, such as type

1 regulatory T (Tr1) cells and T helper 3 (Th3) cells

(reviewed in [12]). Compared with Tregs, Tr1 and Th3

cells normally do not express CD25 or FoxP3 [13,14].

Tr1 cells are characterized by the expression of CD49b,

LAG3 and the production of IL-10; their differentia-

tion is favored under suboptimal antigen stimulation in

the presence of IL-10 [15,16]. On the other hand, Th3

cells are characterized by the production of TGFb1
and the expression of CD69+ and LAP+ [14,17].

Dendritic cells (DCs) are a heterogeneous group of

professional antigen presenting cells that originate in

the bone marrow, principally from myeloid progeni-

tors that differentiate into Pre-DCs. Pre-DCs seed

peripheral tissues, where they complete their differenti-

ation to DCs, in the lymph node, where they are

known as resident DCs (rDCs), or in non-lymphoid

tissues, where they are known as migratory DCs

(mDCs) [18,19]. Both conventional DC (cDC) subsets

can be identified in lymph nodes as CD11chiMHC-

IImed and CD11cmedMHC-IIhi for rDCs or mDCs,

respectively [19]. DCs play an important role in

peripheral tolerance through several mechanisms

including clonal deletion, anergy and regulation. In

homeostasis, DCs capture self-antigens and present

them to na€ıve T cells, preventing the activation of self-

reactive clones and favoring the induction of Tregs

and T cell anergy. In this context, murine cDCs can be

subdivided into two main subtypes that are considered

independent cDC lineages: type 1 DCs (cDC1) for

CD8a+ rDCs and CD103+ mDCs, and type 2 DCs

(cDC2) for CD4+/CD11b+ rDCs and CD11b+ mDCs

(reviewed in [20]). CD103+ mDCs in mesenteric lymph

node (MLN) are considered as tolerogenic DCs due to

their low levels of costimulatory molecules (CD40,

CD80 and CD86), high levels of coinhibitory mole-

cules (PD-L1 and PD-L2) and the expression of IL-10,

retinoic acid (RA) and TGFb, which can lead to Tr1

and FoxP3+ pTreg induction [21,22]. In addition,

CD8a+ rDCs have also shown tolerogenic potential

through TGFb production, and targeting antigen to

CD205 (DEC205), leading to clonal deletion [23] and

Treg differentiation [24].

The TGFb family comprises several structurally

related proteins, including TGFb, bone morphogenetic

proteins (BMPs), activins and inhibins [25]. Inhibins

and activins were first characterized as hormones [26]

and are currently known to be involved in several

immunological processes [27]. The canonical signaling

pathway of this family is highly conserved and is

shared among TGFb, BMPs and activins. Briefly,

dimeric ligands bind their serine/threonine kinase

receptors (type I and II) and lead to phosphorylation

of receptor SMADs, which heterodimerize with the

common SMAD and translocate to the nucleus

thereby regulating gene expression [28]. Several mecha-

nisms have been proposed to explain the antagonistic

effect of inhibins on activin-mediated functions (re-

viewed in [29]); inhibins are known to bind type II

receptors through their b subunit and TGFb type III

coreceptor (TbRIII) through their a subunit, thus

inhibiting the recruitment of type I receptor to the

tertiary complex, interfering with SMAD-dependent

signaling. Consequently, inhibins were considered non-

signaling molecules; however, several reports support

the possibility that inhibins may signal through a dif-

ferent receptor, which has not been identified to date

(reviewed in [30]). This is supported by evidence show-

ing that inhibins do not always antagonize activin

functions. Specifically, inhibins and activins were

shown to similarly control specific checkpoints during

T cell development [31]; in addition, our group has

shown that inhibins can regulate tTreg cell differentia-

tion by controlling medullary/cortical thymic epithelial

cell differentiation and DC maturation within the thy-

mus [32]. Moreover, in recent work, we have demon-

strated that the absence of inhibins in DCs results in

an impaired maturation, characterized by low expres-

sion of major histocompatibility complex class II

(MHC-II) and costimulatory molecules, as well as

alterations in migration and, more importantly,
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diminished ability to initiate T cell responses, such as

in vitro proliferation of allogeneic CD4+ T cells and

delayed-type hypersensitivity responses [33].

Materials and methods

Mice

Inhibin a heterozygous mice (Inha+/�) in C57BL/6 back-

ground were donated by M. Matzuk (Baylor College of

Medicine, Houston, TX, USA) and have been previously

described [34]. FoxP3EGFP knock-in mice (B6.Cg-

Foxp3tm2Tch/J), CD45.1 and OT-II transgenic mice in

C57BL/6 background were purchased from The Jackson

Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Mice were intercrossed

to generate Inha+/+FoxP3EGFP, Inha�/� FoxP3EGFP and

CD45.1+OT-II+ mice. Mice were bred and maintained in

the animal facility of the Instituto de Investigaciones

Biom�edicas (IIB, UNAM, M�exico), in specific pathogen free

conditions, according to ethics guidelines. The study was

approved by the Comit�e para el Cuidado y Uso de Animales

de Laboratorio (CICUAL) of the IIB. For all experiments,

4-week-old female mice were used.

Preparation of lymphocyte suspensions from

colonic lamina propria, mesenteric lymph node,

peripheral lymph nodes or spleen

Lymphocytes from colonic lamina propria (LP) were iso-

lated using modified methods previously described [35].

Briefly, the gut was flushed with PBS, opened longitudi-

nally and colon was cut into 5 mm pieces. The tissue was

incubated in calcium- and magnesium-free HBSS contain-

ing 2 mM EDTA and 1 mM dithiothreitol (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA) for 30 min at 37 °C in a shaking

incubator. The remaining tissue was washed with PBS,

and incubated for 30 min more at 37 °C in RPMI supple-

mented with 100 U�mL�1 collagenase IV (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA). Cell suspensions were fil-

tered with 150 lm nylon mesh. MLNs, peripheral lymph

node (PLN) and spleen were harvested, mechanically dis-

aggregated, and filtered to obtain a cell suspension. In the

case of spleen, erythrocytes were lysed with Ammonium-

Chloride-Potassium lysing buffer. Cells were resuspended

in fluorescence-activated cell sorting (FACS) buffer for

phenotype analysis or PBS for FACS of na€ıve T cells.

Preparation of DCs from MLN, PLN or spleen

DCs were obtained after collagenase digestion from MLN,

PLN and spleen, as previously described [33]. Cells were

resuspended in FACS buffer for phenotype analysis.

CD11c+ magnetic-activated cell sorting-enriched DCs,

lipopolysaccharide (LPS)-stimulated (mCD11c+) or not

(iCD11c+), were used in the functional assays.

Flow cytometry

For phenotypic analysis, single cell suspensions were

stained as previously described [36]. For ex vivo Treg cell

analysis, anti-CD25-PECy5, anti-Helios-FITC, anti-CD8-PE

(from Biolegend, San Diego, CA, USA), anti-CD4-APC-

AF750 (from Thermo Fisher Scientific), and anti-FoxP3-

APC (from eBiosciences, San Diego, CA, USA) were used.

For in vitro induced Treg analysis, Zombie Aqua fixable

dye, anti-CD4-APC and anti-CD25-PECy5 from Biolegend

were used. For ex vivo DC analysis, cells were blocked with

purified anti-CD16/32, followed by staining with Zombie

Aqua, anti-I-A/I-E-AF488, anti-CD11c-AF700, anti-CD80-

PECy5 (from Biolegend), anti-CD3-PE, anti-TER119-

PE, anti-CD11b-VF450, anti-CD86-APC, anti-CD8-PECy7

(from Tonbo Biosciences, San Diego, CA, USA), anti-

CD19-PE, anti-CD49b-PE, streptavidin-APCCy7 (from BD

Biosciences, San Jose, CA, USA), anti-CD103-biotin and

anti-PD-L1-PerCP-eFluor710 (from eBiosciences) were

used.

For in vivo transfer experiments, anti-CD45.1-AF700,

anti-CD4-FITC, anti-CD25-PECy5, streptavidin-BV605

(from Biolegend), anti-Vb5-biotin (from BD Biosciences),

and anti-FoxP3-APC (from eBiosciences) were used for

staining ovalbumin (OVA)-specific T cells.

Samples were acquired in an Attune Acoustic Focusing

Flow Cytometer (Thermo Fisher Scientific) and analyzed using

FLOWJO 10.0 software (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA).

Generation of bone marrow-derived DCs

Bone marrow derived DCs (BMDCs) were obtained from

femurs and tibias of mice, as previously described [33].

Cells were resuspended in RPMI supplemented with 10%

FBS, 100 U�mL�1 penicillin and 100 lg�mL�1 strepto-

mycin, and differentiated with granulocyte–monocyte col-

ony-stimulating factor. After 5 days of culture, mature

BMDCs (mBMDCs) were obtained after stimulation with

1 lg�mL�1 Escherichia coli 0111:B4 LPS for 24 h. At day

6, non-adherent cells were harvested, and CD11c+ cells

were purified by magnetic-activated cell sorting and used

for further experiments.

Treg cell induction

For in vitro cultures, na€ıve CD4+CD25�CD44lowCD62Lhi-

FoxP3-GFP� T cells were sorted from spleen and PLN

from FoxP3EGFP mice and cocultured with either CD11c+

BMDCs or spleen and PLN CD11c+ DCs, at different

DC : Tna€ıve ratios (1 : 1, 1 : 2, 1 : 4, 1 : 10, 1 : 20). Cul-

tures were stimulated with 0.1 lg�mL�1 anti-CD3 (Tonbo)

and 0.25 ng�mL�1 TGFb (R&D systems, Minneapolis,

MN, USA). Expression of FoxP3 and CD25 was evaluated

after 5 days by flow cytometry.

For in vivo peripheral Treg induction, CD4+CD25� T

cells were sorted from PLN and spleen of OT-II 9 CD45.1
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mice; 4 9 106 cells were transferred intravenously to

CD45.2 Inha+/+ or Inha�/� mice. After 24 h, intradermal

immunization with anti-DEC205-OVA, anti-DEC205-

OVA+cholera toxin (CT), OVA or OVA+CT was per-

formed in the mouse ears. Seven days after immunization,

pTregs were analyzed as CD25+FoxP3+ within the popu-

lation of transferred OT-II cells (CD4+CD45.1+Vb5+) in

single cell suspensions obtained from draining lymph nodes

(dLN).

Statistical analysis

Data are presented as means � SEM. The significance of

results was calculated by paired or unpaired, one or two-

tailed Student’s t test, utilizing PRISM 6 statistical software

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) P values < 0.05

were considered as statistically significant. P values > 0.05

and < 0.1 were considered as trends.

Results and discussion

Peripheral Tregs are increased in the absence of

inhibins

To investigate whether inhibins play a role in the

induction of Tregs in the periphery, we first evaluated

Treg cell subpopulations from the Inha�/� or Inha+/+

mice. Inha�/� is an a subunit null mouse where nei-

ther inhibin A nor inhibin B can be synthesized [34].

As shown in Fig. 1, in the absence of inhibins, the

numbers of CD25+FoxP3+ Tregs were significantly

increased in PLN, specifically those Tregs expressing

Helios, which correlates with our previous report

showing enhanced tTreg development in Inha�/� mice

[32]. However, when we evaluated Treg subpopulations

in MLN and colonic LP, we found an increased fre-

quency of CD25+FoxP3+Helios� Tregs which, under

homeostatic conditions, are considered pTregs [37].

These data suggest that inhibins regulate de novo gen-

eration, maintenance or recruitment of pTregs in the

gut mucosa under homeostatic conditions. As the gut

microenvironment provides a continuous stimulation

from commensal bacteria and dietary antigens, this

mucosa is particularly prone to tolerance induction by

means of production of anti-inflammatory cytokines

(IL-10, TGFb), which promote Tr1 and pTreg

conversion, while the production of RA by CD103+

DCs induced FoxP3 expression and gut homing mole-

cules CCR9 and a4b7 integrins, which retain Tregs in

the intestinal mucosa [10]. Indeed, experiments using

‘depletion of regulatory T cell’ (DEREG) mice

revealed that the constitutive presence of Tregs is

required for the prevention of autoimmune inflamma-

tion and colitis [38].

Mesenteric Inha�/� CD103+ DC display increased

levels of PD-L1

We have recently reported that, in the absence of

inhibins, DCs showed impaired maturation after

in vitro LPS stimulation, which correlated with reduced

capacity to induce CD4+ T cell proliferation in vitro

and lower delayed-type hypersensitivity responses

in vivo [33]. This ‘semi-mature’ phenotype has been

associated with the ability of DCs to promote tolero-

genic responses including FoxP3+ Treg generation

[39]. To understand whether the increased pTregs

observed in MLN and LP of Inha�/� mice were

related to differences in MLN DC subpopulations, we

analyzed the frequency and phenotype of DC subpop-

ulations as shown in Fig. S1. We analyzed resident

and mDCs, based on their expression of MHC-II and

CD11c, as CD11chiMHC-IIlo and CD11cloMHC-IIhi,

respectively. To further analyze DC subsets, we used

CD8a to discriminate CD8a+ and CD8a� rDCs, and

for mDCs we used CD11b and CD103 to discriminate

the following subpopulations: CD103+CD11b�,
CD103+CD11b+ and CD11b+CD103�. A minor sub-

population, CD11b�CD103�, can also be observed;

however, this subset has not been further characterized

[40]. Frequency and numbers of DC subsets analyzed

were not altered in the absence of inhibins (not

shown); however, Inha�/� DCs in MLN showed a

diminished expression of MHC-II in all DC subsets

(Fig. 2A, upper graphs), similarly to our previous

report showing lower MHC-II expression on Inha�/�

epidermal Langerhans cells [33]. Interestingly, when we

evaluated the expression of costimulatory/inhibitory

molecules in MLN DC subsets we found a signifi-

cantly increased expression of the coinhibitory mole-

cule PD-L1 in CD8a+ rDCs and in CD103+CD11b�

mDCs and a trend towards an increase of PD-L1 in

CD103+CD11b+ mDCs from Inha�/� mice. These

CD103+ DC subpopulations have been reported to

play a key role in tolerance induction in the gut, as

they produce high levels of RA and TGFb, which are

key mediators of FoxP3 induction in the intestinal

microenvironment [41,42]. In fact, it has been previ-

ously shown that CD103+CD11b�PD-L1hi DC are

high inducers of pTregs [43], in agreement with the

reported effect of PD-L1 during Treg conversion from

na€ıve T cells by immature DCs in vitro [44].

Despite the lower expression of MHC-II, we

observed an increase in CD80 and CD86 in CD8a+

rDCs and CD103�CD11b� mDCs. In this context,

CD80 and CD86 do not exclusively act as costimula-

tory molecules, as they can bind coinhibitory receptors

such as CTLA-4 and PD-L1 with high affinity,
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favoring tolerance induction, by competing with

costimulatory receptors (CD28) for T cell activation

and inhibiting T cell proliferation [45,46]. Interest-

ingly, a recent report has shown that expression of

PD-L1 can bind CD80 in cis on the same cell, block-

ing the binding of CD80 to its ligand [47]. Therefore,

coexpression of these molecules in vivo could promote

a tolerogenic response.

As we observed an increase in ‘tolerogenic’ DCs in

MLN of Inha�/� mice, we next evaluated whether

spleen DCs were prone to differentiate into tolero-

genic DCs in the absence of inhibins. As shown in

Fig. 2B, LPS-stimulated ex vivo Inha�/� CD11c+

splenic DCs showed decreased upregulation of

MHC-II and CD80 in comparison with Inha�/�

counterparts (Fig. 2B). In summary, the tolerogenic

phenotype of Inha�/� DCs may explain the enhanced

pTreg generation in MLN. Alternatively, we cannot

exclude an intrinsic effect of inhibins on T cells,

since Inha�/� T cells appear to express different

levels of TbRIII compared to Inha+/+ T cells in

response to TCR stimulation (S. Ortega-Francisco,

M. de la Fuente-Granada, R. Olguı́n-Alor, L. C.

Bonifaz & G. Soldevila, manuscript in preparation).

In this context, TbRIII acts as a coreceptor that

potentiates TGFb-mediated signals [48] and most

recently, our group has shown that it promotes Treg

induction in vitro [36].

Fig. 1. Tregs are incremented in the periphery in the absence of inhibin. Inha+/+ and Inha�/� mice were analyzed for Tregs

(CD4+CD25+FoxP3+), thymic (Helios+) or peripheral (Helios�). (A) Gate strategy for Treg analysis. (B) Frequency (top) and number (bottom)

in colonic lamina propria (LP) (left), mesenteric lymph node (MLN) (center), and peripheral lymph node (PLN) (right). Mean � SEM, n = 3–5

mice. Statistical significance was determined by two-tailed unpaired Student’s t test. *P ≤ 0.05.
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Inhibins regulate DC-mediated induction of Tregs

in vitro

Na€ıve T cell differentiation towards an effector or reg-

ulatory phenotype requires several signals derived from

the interaction between the T cell and the antigen pre-

senting cell, including TCR–MHC, costimulation/coin-

hibition and cytokine mediated signals (reviewed in

[21]). Since MHC-II, CD80 and PD-L1 are altered in

Inha�/� DCs, we next investigated whether inhibin

expression by DCs could impact in vitro Treg

conversion. In respect to this, we have previously

reported that BMDCs express significant levels of inhi-

bin A in response to LPS stimulation [33]. As

expected, Inha�/� did not produce detectable levels of

inhibin A (Fig. S2). LPS-stimulated Inha�/� BMDCs

(mBMDCs) or non-stimulated BMDCs (iBMDCs)

were cocultured with na€ıve T cells in the presence of

suboptimal concentrations of anti-CD3 and TGFb. We

found that Inha�/� mBMDCs induced a higher per-

centage of CD25+FoxP3+ Tregs compared to Inha+/+

mBMDCs (1 : 10 DC : T na€ıve ratio) (Fig. 3A).

Fig. 2. Inha�/� DC subsets have differential expression of MHC-II, CD80 and PD-L1 in MLN compared to Inha�/�. Inha+/+ and Inha�/� mice

were analyzed for cDC subpopulations in MLN. (A) MHC-II, CD80, CD86 and PD-L1 expression within the resident DC (Lin�CD11chiMHC-

II+CD8+, Lin�CD11chiMHC-II+CD8�) (left) and migratory DC (Lin�CD11c+MHC-IIhiCD103+CD11b�, Lin�CD11c+MHC-IIhiCD103+CD11b+,

Lin�CD11c+MHC-IIhiCD103�CD11b+, Lin�CD11c+MHC-IIhiCD103+CD11b�) (right) subpopulations. (B) Analysis of MHC-II, CD80 and CD86 in

LPS-stimulated splenic CD11c+ DC. Bar graphs represent relative expression of mean fluorescence intensity (MFI) compared to

unstimulated splenic CD11c+ Inha+/+ DCs. Relative expression was calculated as the ratio: MFI of LPS-stimulated DCs/MFI of unstimulated

DCs, for both Inha+/+ and Inha�/� DCs. Mean � SEM, n = 5 mice. Statistical significance was determined by the two-tailed unpaired

Student’s t test. *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01.
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These differences may be in part explained by the

upregulation of PD-L1 and the ‘semi-mature’ pheno-

type found in LPS-stimulated Inha�/� BMDCs [33].

The enhanced Treg conversion was accompanied by

an increased CD25 and FoxP3 expression (Fig. 3B),

suggesting that these induced Tregs might present an

increased suppressive function [49]. In this context, we

have observed that total FoxP3+ Tregs purified from

Inha�/� mice show increased suppressive activity

towards polyclonally activated CD4+ T cells, in correla-

tion with higher CD25 expression (data not shown).

Moreover, LPS-stimulated CD11c+ DCs (mCD11c+)

from spleen and PLN of Inha�/� mice cocultured with

na€ıve T cells, in the presence of suboptimal anti-CD3

crosslinking and TGFb, also induced a significantly

higher generation of Tregs in vitro compared to their

Inha+/+ counterparts, indicating that Inha�/� DCs

have an intrinsic enhanced capacity to promote

peripheral T cell tolerance (Fig. 3C). No differences

in the expression levels of CD25 or FoxP3 were

observed between in vitro induced FoxP3+ Tregs in

the presence of Inha�/� DCs compared to WT DCs

(Fig. 3D).

Inha�/� DCs enhance the induction of pTregs

in vivo

To analyze the relevance of these findings in vivo, we

used a strategy to directly deliver antigen to DCs,

using anti-DEC205-OVA (a-DEC-OVA) DC targeting

Fig. 3. Inhibin controls DC-dependent Treg

cell induction in vitro. BMDC (A,B) or

splenic and PLN CD11c+ DCs (C,D) were

cocultivated with na€ıve T cells in presence

of anti-CD3 (0.1 lg�mL�1) and TGFb

(0.25 ng�mL�1). After 5 days, induction of

Tre (CD4+CD25+FoxP3+) was evaluated.

(A) Treg conversion from na€ıve T cells in

the presence of wild-type (WT) or Inha�/�

iBMDCs or mBMDCs at different ratios.

Graphs represent frequency (left) and total

numbers (right) of Treg population. (B)

CD25 (left) and FoxP3 (right) expression at

induced Treg population are shown. (C)

Treg conversion from na€ıve T cells in the

presence of splenic and PLN iCD11c+ or

mCD11c+ DCs, WT or Inha�/�, at 1 : 5

ratio. Graphs represent frequencies (left)

and total numbers (right) of Treg

population. (D) CD25 (left) and FoxP3

(right) expression at induced Treg

population as in (B). Bar graphs of CD25

and FoxP3 represent relative expression of

MFI compared to Inha+/+ mice.

Mean � SEM, n = 3. Statistical

significance was determined by the two-

tailed paired Student’s t test. *P ≤ 0.05,

**P ≤ 0.01.

143FEBS Open Bio 9 (2019) 137–147 ª 2018 The Authors. Published by FEBS Press and John Wiley & Sons Ltd.

M. de la Fuente-Granada et al. Role of inhibins in peripheral T cell tolerance



[23,50] and evaluated the response of adoptively trans-

ferred OT-II (OVA specific) TCR transgenic T cells.

This system has been reported to generate either

tolerogenic or immunogenic responses, depending on

the adjuvant used during the a-DEC205 targeting [23].

Specifically, the use of CT as adjuvant induces effec-

tive Th1 and Th17 responses after intradermal immu-

nization [23], while in the absence of adjuvant,

a-DEC205 antigen targeting promotes a tolerogenic

response, by a mechanism that involves FoxP3+ Treg

generation [51].

CD4+CD25�OT-II+CD45.1+ na€ıve T cells were

transferred intravenously to Inha�/� or Inha+/+

CD45.2+ mice, and 24 h later they were immunized in

the ear with soluble OVA or OVA-targeted to DC

through DEC205 (a-DEC-OVA), either with or without

CT as adjuvant. Analysis of T cell responses in the dLN

showed that immunization with OVA+CT resulted in a

lower percentage and total numbers of transferred

OVA-specific (Vb5+) CD4+ T cells in Inha�/� recipient

mice compared to Inha+/+ (Fig. 4A,B), suggesting that

inhibins may regulate CD4+ T cell expansion, through

the modulation of MHC-II and costimulatory/coin-

hibitory molecules. Furthermore, we found a significant

increase in the number of OT-II+CD45.1+FoxP3+

pTregs in Inha�/� mice immunized with a-DEC-OVA

compared to Inha+/+, while Inha�/� mice immunized

with a-DEC-OVA+CT showed a trend towards an

increase in the number of pTregs compared to the

Inha+/+ counterparts, indicating that Inha�/� DCs are

more prone to induce a tolerogenic response in vivo even

in the presence of adjuvant.

The fact that PD-L1 is upregulated in the absence

of inhibins suggests that they could be a target to pre-

vent tolerance induction in clinical protocols destined

to boost the immune response, as PD-1 blockage had

been shown effective in anti-tumor immunotherapy

(reviewed in [52]). In contrast, engagement of the PD-

L1/PD-1 coinhibitory pathway is important for con-

trolling several autoimmune diseases (reviewed in [53]).

Therefore, to understand how the expression of this

coinhibitory molecule can be regulated is crucial for

future clinical approaches.

In summary, our data demonstrate that inhibins

regulate peripheral T cell tolerance by directly restrain-

ing pTreg generation in vivo through modulation of

DC function. Our results are relevant for immunother-

apy, identifying inhibins as new potential targets

Fig. 4. Antigen target of Inha�/� DCs through anti-DEC205-OVA induces an increased number of peripherally induced Tregs (pTregs) in vivo.

OT-II+CD45.1+ na€ıve T cells were transferred into Inha+/+ or Inha�/� mice, and 24 h later mice were immunized intradermally in the ear,

with anti-DEC205-OVA (a-DEC-OVA) or OVA, either with or without CT as adjuvant. Evaluation of pTregs was performed 7 days after

immunization. (A) Representative dot plots of transferred cells (CD45.1+Vb5+; top) and pTregs (CD25+FoxP3+; bottom) are shown for Inha+/

+ and Inha�/� receptor mice. (B) Percentage (left) and number (right) of CD4+ T cells (top), transferred cells (middle), and pTregs (bottom).

Mean � SEM, n = 3. Statistical significance was determined by two-tailed unpaired Student’s t test. *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01.

144 FEBS Open Bio 9 (2019) 137–147 ª 2018 The Authors. Published by FEBS Press and John Wiley & Sons Ltd.

Role of inhibins in peripheral T cell tolerance M. de la Fuente-Granada et al.



for immune intervention. By enhancing or blocking

their effects, it would be possible promote immuno-

genic or tolerogenic responses in different pathological

settings.
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Fig. S1. Ex vivo analysis of DC subpopulations in MLN.

Gating strategy to define DC subsets in MLN. Within

the cells suspensions, CD19�CD3�TER119�NK1.1� sin-

gle live cells were selected for further analysis. The

CD11chiMHC-IIInt population represents lymphoid rDCs

and can be further divided into CD8a+ and CD8a�

DCs. CD11cIntMHC-IIhi population represents mDCs,

which can be further divided into CD103+CD11b�,
CD103+CD11b+, CD11b+CD103� and CD11b�

CD103�.
Fig. S2. Inhibin A is produced by wild-type DCs upon

LPS stimulation but not by inhibin-deficient (Inha�/�)
DCs. Time course of inhibin A from supernatants of

wild-type (Inha+/+) or Inha�/� BMDC cultures were

quantified by ELISA. Detection limit of the ELISA kit

is represented by a blue line.
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