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RESUMEN

En esta tesis se presentara un modelo matematico de la respuesta inmune basado en redes
reguladoras complejas para estudiar las interrelaciones involucradas en los procesos de
diferenciacion de los linfocitos T CD4+ en respuesta a estimulos extra- e intracelulares
derivada de la presencia de agentes patdgenos en el organismo. En este marco, se
investigaran, por un lado, los fenotipos inducidos por microambientes extracelulares
determinados por las concentraciones relativas y diversas clases de citocinas; por otro lado,
se estudiard la influencia de los tiempos de expresion caracteristicos de componentes
intracelulares involucrados en las vias de sefializacion, determinados por sus tasas de
decaimiento, asi como por pardmetros que caracterizan la especificidad de las interacciones
involucradas. Para ello, se consideré una red de interacciones celulares con reglas de
interaccion discretas definidas por una légica Booleana, la cual fue extendida en este trabajo
a un marco continuo basado en logica continua difusa, y cuya dinamica esta determinada por
un conjunto de ecuaciones diferenciales acopladas. La influencia de los estimulos
mencionados en la diferenciacion celular fué estudiada mediante el analisis de los fenotipos
finales resultantes tanto de la variacion de las concentraciones iniciales de diversos elementos
que componen la red, como de la variacion de sus tasas de decaimiento y de parametros de
saturacion que caracterizan la especificidad de las interacciones. El analisis permitid
establecer un esquema tedrico del grado de influencia relativa de los diferentes componentes
involucrados en el complejo proceso de diferenciacion de los linfocitos T CD4+.



JUSTIFICACION, OBJETIVOS E HIPOTESIS

JUSTIFICACION

La biologia necesita de métodos cuantitativos potentes, simples (al menos en su manejo),
robustos (capaces de operar bajo cambios significativos en los parametros involucrados) y
de caracter modular, permitiendo asi afiadir esquemas nuevos a modelos preestablecidos, de
modo que la interconexion entre lo nuevo y lo viejo sea facil. Asi pues, la biologia brinda a
las matematicas, la posibilidad de sumergirse en problemas profundos conducidos por el
impetu de resolver y comprender problemas biol6gicos. Cabe observar que el desarrollo de
grandes areas de las Matematicas en el siglo XX (como son la estadistica, la teoria de
ecuaciones diferenciales, etc.) se ha visto en gran medida estimulado, cuando no dirigido,
por la necesidad de comprender fendmenos bioldgicos relevantes. (Herrero, 2011).

En este breve escrito se tratara de introducir a los sistemas complejos, especificamente a las
redes complejas, que son de intima utilidad en el estudio de la biologia, en particular; el
sistema inmune adaptativo del ser humano, pues, las redes complejas ayudan a integrar y
comprender las relaciones existentes en los procesos que regulan la diferenciacion celular,
sirviendo como herramienta para entender la dicotomia dinamica de los sistemas bioldgicos
a través de la interaccion de sus componentes, como son las propiedades de robustez y
evolucionaridad que caracterizan a las células vivas.

La hipotesis de los subconjuntos de células T helper 1 (Thl) y Th2 defendidas por Mosmann
y Coffman en la década de 1980, y otros desde entonces, proporcioné un marco para
comprender como las células T CD4+ dirigen diversas respuestas inmunitarias. Al examinar
poblaciones clonales de células T CD4+, encontraron que diferentes clones expresaban
patrones seleccionados de citocinas, principalmente interleucina 4 (IL 4) en células Th2 o
interferén y (IFNy) en células Thl, delineando asi las células T CD4+ en subconjuntos
especializados sobre la base de las citocinas que producian y proporcionando un paradigma
central de cdmo las células T CD4+ podrian vincularse a diferentes patologias o asociarse
con el control de diferentes tipos de infeccion. Desde entonces, la amplitud de los
subconjuntos de células T CD4+ se ha ampliado, desde los subconjuntos de células Thly
Th2 estudiados durante mucho tiempo, a una colecciéon mas amplia, que incluye células
Th17, Th9 y células auxiliares foliculares T (TFH), asi como células derivadas timicamente
y células T reguladoras inducidas periféricamente (células tTReg y células pTReg,
respectivamente). Cada subconjunto de células T puede caracterizarse por su capacidad para
detectar diferentes citocinas inductivas, programar la expresion de distintos factores de
transcripcion y funcionar produciendo citocinas seleccionadas y receptores de quimiocinas
para controlar mejor patdgenos especificos o prevenir patologia inmunitaria (DuPage, 2016).



OBJETIVOS

Estudiar la dependencia de la expresion de factores transcripcionales implicados en redes
reguladoras complejas que conllevan a la diferenciacion de subtipos celulares con la
concentracion, tasas de decaimiento y tasas de saturacion de elementos promotores o
inhibidores del factor, que constituyen el modelo matematico continuo obtenido a partir de
las reglas de interaccion de sus componentes, principalmente citocinas, que definen la red
reguladora determinante para el desarrollo fenotipico de linfocitos T CD4+.



HIPOTESIS

Los procesos de desarrollo celular de linfocitos T CD4+ pueden modelarse mediante redes
reguladoras de interacciones de activacion e inhibicion de elementos celulares. Los patrones
de expresion desarrollados pueden modificarse alterando los valores de concentracion de
agentes que definen el microambiente externo celular y los factores intrinsecos involucrados
en vias de sefializacion, por medio de modelacién continua.
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SISTEMA INMUNE: FUNDAMENTOS.

CELULAST, SUDESARROLLO Y FUNCION EN EL SISTEMA INMUNE
ADAPTATIVO.

La respuesta inmune es una serie de reacciones que tienen lugar dentro de un organismo para
identificar y eliminar agentes invasores foraneos. Dichos invasores constituyen una amplia
gama de microorganismos tales como virus, bacterias, parasitos y hongos. Existen dos tipos
diferentes de la respuesta inmune, denominados innato y adaptativo, que colaboran para
desarrollar una respuesta protectora. La respuesta innata es rapida e inespecifica, y esta
dirigida a diversos tipos de patdgenos que expresan motivos caracteristicos en sus superficies,
tales como carbohidratos y lipidos. Ademas de barreras fisicas como la piel y las mucosas,
la respuesta inmune innata involucra a los neutréfilos, macréfagos y monocitos, y factores
solubles como el complemento y citociinas, las cuales fungen como mensajeros quimicos.
Por otro lado, la respuesta inmune adaptativa es de caracter mas lento, dado que esta dirigida
hacia antigenos especificos, con la consecuente dilacién en la activacion de sus componentes.
Esta rama incluye elementos tales como las células dendriticas, linfocitos T CD4+
(colaboradores o coadyuvantes) y T CD8+ (citotoxicos), asi como linfocitos B y anticuerpos
(inmunoglobulinas), los cuales interacttan directamente con los antigenos, dando lugar a una
respuesta intensa y especifica contra agentes invasores patdgenos. La coordinacion de los
diferentes tipos de respuesta inmune esta a cargo de los linfocitos T CD4+. Al efectuarse la
respuesta inmune, las células T CD4 naive se diferencian en diversas clases de células T
CD4+ especializadas, de las cuales existen cuatro subtipos principales denotados por Thil,
Th2, Thl7 y Treg. Dichas células coadyuvan, respectivamente, al desarrollo de diferentes
tipos de respuesta inmune: celular, humoral, inflamatoria y reguladora. El fenotipo adquirido
y su respuesta asociada esta determinado por el ambiente extracelular conformado por la
presencia de diversas citocinas y la prevalencia de un tipo u otro de respuesta dependera de
los agentes patdgenos especificos que dan lugar a ella.

ONTOGENIA DE LOS LINFOCITOS T.

Todos los linajes y estados de diferenciacion de linfocitos T provienen de un precursor
hematopoyético comun o HSC (del inglés Hemopoietic Stem Cells o célula troncal
hematopoyética). Las HSC son células autorrenovables que a lo largo de la vida pueden dar
lugar a todos los tipos de células sanguineas, tanto de linaje linfoide como mieloide. En los
mamiferos, después del nacimiento, la hematopoyesis se desarrolla en la médula 6sea, donde
las células estromales y los factores microambientales guian la diferenciacién de progenitores
linfoides a partir de las HSC. Cabe mencionar que en la etapa embrionaria estas HSC se
encuentran en el saco vitelino, en donde ocurre la hematopoyesis en humanos a partir de la
tercera semana de gestacion, y que a partir de la quinta semana la hematopoyesis se da en el
higado fetal, por la aparente movilizacion de las HSC del saco vitelino al higado. Segun se
menciono, en mamiferos, las HSC se encuentran en la médula 6sea después del nacimiento
y se diferencian, en humanos, hacia un MPP (del inglés Multipotent Progenitor, o progenitor
multipotencial), y de ahi a un MLP (del inglés Multilymphoid Progenitor, o progenitor
multilinfoide). La fraccion MLP se diferencia de manera directa hacia precursores T, o bien
da lugar a progenitores oligopotenciales B/NK, los cuales daran origen a precursores B y
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precursores NK. La diferenciacion de todos estos precursores da lugar a linfocitos T, B 0
celulas NK (Figura 1).

Precursor ety CElula NK

de célula NK R
/ G
CD34° Precursor Precursor y .
CD34* CXCR4* oligopotencial Belinfocitoll] Linfocito B

CD38 cor* BINK \/
CD90* cD38"*

Lin- CD45RA* / S
Precursor

HSC d 7 4 " " ¥ de linfocito T * Linfocito T

WA
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> #» Timo _ AP
humano periférica

FIGURA 1. Linfopoyesis en humano. A partir de la célula troncal hematopoyética (HSC) se genera en médula dsea el
progenitor multipotente (MPP) que dara origen, al diferenciarse, al progenitor multilinfoide (MLP), que da origen a los
precursores de células T. Estos se movilizan, via sangre periférica, al timo y alli dan lugar a linfocitos T maduros que salen
a circulacion, donde algunos se mantienen y otros se dirigen a las zonas especificas de érganos linfoides secundarios.
Tomado y modificado de Lenin, 2001.

No deben olvidarse ni soslayarse las diferencias en el fenotipo de los precursores linfoides
de humano y de raton, ya que esto revela diferencias en la funcionalidad y requerimientos
para la diferenciacion que impiden que varios de los hallazgos en los modelos de raton se
apliquen de forma directa en la hematopoyesis y linfopoyesis de humano. En el caso de los
linfocitos T, los precursores migran de la medula dsea hacia el timo, un 6rgano linfoide
primario en el que se da el proceso de maduracion. En ratdn se han encontrado en la sangre
periférica tanto LMPP, CLP y ELP, lo que sugiere que éstos son los precursores que viajan
de la médula al timo por la circulacién sanguinea. Esta migracion de médula dsea al timo
requiere de la expresion de CD44, P-selectina o0 CD62p y CCR9. En raton, los progenitores
linfoides de médula capaces de colonizar el timo son LMPP y ELP, mismos que producen
ETP (del inglés Early Thymocytes Progenitors, o progenitores tempranos de timocitos); al
diferenciarse, los ETP dan lugar a los timocitos. Al inicio, estos timocitos se caracterizan por
ser CD4-CD8-, aunque después dan lugar a células CD4+CD8+ y cuando maduran se
vuelven CD4+ o CD8+. En humano se han encontrado progenitores multipotenciales
comunes que expresan el antigeno de superficie CD34 y que, como el ratén, expresan el
receptor de quimiocinas CXCR4, CD7, CD38, CD45RA vy la enzima desoxinucleotidil-
transferasa terminal, o TdT, encargada de generar mutaciones puntuales. En humanos los
ETP pertenecen al grupo de células con el fenotipo CD34+CD1a-CD381-CD44+IL-7R+. La
importancia de IL7 en el desarrollo de linfocitos T se hace evidente en pacientes con
inmunodeficiencia combinada grave que poseen mutaciones en el gen para la cadena y del
receptor de IL7. Por otro lado, hace poco se describié que los factores de transcripcion
resultan primordiales en diferentes estadios de la linfopoyesis. De hecho, es posible seguir
12



estos procesos de linfopoyesis de acuerdo con los factores de transcripcion involucrados. La
linfopoyesis temprana depende de lkaros y PU.I, que permiten la expresion de FIt3, mientras
que los factores de la familia Notch median la decision de linaje T /B (Lenin, 2001).

DESARROLLO DE CELULAS T.

Las células T inician la respuesta inmunitaria adaptativa al interactuar, por medio de sus
receptores de célula T, con complejos de MHC/péptido sobre células presentadoras de
antigeno que han quedado expuestas a agentes patdgenos. El rango de agentes patdgenos a
los cuales el ser humano queda expuesto es considerable, y los vertebrados han adquirido por
evolucion un extraordinario mecanismo para generar un rango comparable de especificidades
de receptor de célula T (y de célula B). Cada uno de los varios millones de células T que
circulan en el organismo expresa un receptor de célula T distinto. La generacion de esta
poblacién diversa, con su repertorio de receptores diverso, tiene lugar en el timo, un érgano
que se requiere para el desarrollo de células T, y que esta dedicado a dicho desarrollo. Las
células inmaduras que entran al timo provenientes de la médula Gsea no expresan
caracteristicas de linfocito maduro, y no expresan receptores de antigeno; los que salen del
timo son células T maduras que son diversas en sus especificidades de receptor, y son
tolerantes a lo propio y estén restringidas a MHC propio. El timo es propiamente el 6rgano
que genera linfocitos T maduros. En este érgano linfoide primario dichas células adquieren
sus moléculas clasicas, que incluyen TCR, CD3, CD2 y CD4 o CD8. En el timo también se
da una primera ronda de seleccion de células autorreactivas, cuya eliminacion es
indispensable para evitar enfermedades autoinmunes. Lo anterior se conoce como educacion
timica e incluye la seleccién positiva y la seleccion negativa.
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FIGURA 2. Desarrollo de células T en ratén. Los precursores de célula T provenientes de la médula 6sea viajan hacia el
timo mediante el torrente sanguineo, se desarrollan hacia células T maduras, y son exportados a la periferia, donde pueden
pasar por activacion y diferenciacion hacia células efectoras y células de memoria, inducidas por antigeno. Cada etapa de
desarrollo ocurre en un microambiente especifico, y se caracteriza por eventos intracelulares especificos y marcadores de
superficie celular distintivos. Los timocitos mas inmaduros son CD4-CD8-(doble negativo, DN) y pasan por varias etapas
(DN1 a DN4) durante las cuales se comprometen a la linea de células T y empiezan a reordenar sus loci de gen que codifica
para receptor de célula T (TCR). Los que reordenan exitosamente su cadena TCRp proliferan, inician el reordenamiento de
sus cadenas TCRa, y se convierten en timocitos CD4+CD8+ (doble positivo, DP), que dominan el timo. Los timocitos DP
pasan por selecciones negativa y positiva en la corteza del timo. Los timocitos seleccionados de manera positiva siguen
madurando y migran hacia la médula, donde quedan sujetos a otra ronda de seleccidn negativa contra antigenos propios que
incluyen proteinas especificas para tejido. Las células T maduras expresan CD4 o CD8 (positivo Unico, SP) y salen del timo
con el potencial de iniciar una respuesta inmunitaria. Si bien casi todos los timocitos se desarrollan hacia células T CD4+ o
CD8+ TCRap convencionales, algunas células timocito DN y DP se desarrollan hacia otras lineas de células, entre ellas
células dendriticas linfoides, células T TCRYS, células T asesinas naturales (NKT), células T reguladoras (TREG), y
linfocitos intraepiteliales (IEL), cada una de las cuales tiene una funcion distinta. Tomado modificado de Kuby, 2013.

DESARROLLO TEMPRANO DE TIMOCITO.

El desarrollo temprano de timocito es independiente de receptor de célula T, y lleva a células
a través de etapas CD4-CD8- (doble negativo, DN) no comprometidas hasta la etapa
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CD4+CD8+ (doble positivo, DP) que expresa receptor de célula T. Los eventos especificos
en esta etapa temprana comprenden:

1. Compromiso de precursores hematopoyeéticos a la linea de células T.

2. El inicio de reordenamientos de gen que codifica para receptor de antigeno, y

3. La seleccion y expansion de células que han reordenado exitosamente uno de sus genes
que codifican para receptor de c€lula T (seleccion B).

La segunda fase del desarrollo de células T depende en su mayor parte de interacciones con
receptor de células T, y conduce a las células a la madurez desde las etapas CD4+CD8+ hasta
la etapa CD4+ o CD8+ positivo Unico (SP). Los eventos en esta ultima fase de desarrollo
comprenden:

1. Seleccidn positiva, seleccion para las células cuyos receptores de célula T muestran
respuesta a MHC propio,

2. Seleccion negativa, seleccion contra las células cuyos receptores de célula T reaccionan
fuertemente a combinaciones de péptido/MHC propio, y

3. Compromiso de linea, compromiso de timocitos a lineas de células efectoras, entre ellas
poblaciones auxiliares CD4+ o citotdxicas CD8+.

El entendimiento del desarrollo de células T ayuda a tener en mente el propdsito fundamental
del proceso: generar una poblacion grande de células T que expresen una gama diversa de
especificidades de receptor que puedan interactuar con MHC propio, pero que no muestren
respuesta a proteinas propias.

El desarrollo de célula T ocurre en el timo y empieza con la llegada de pequefios nimeros de
precursores linfoides que migran desde la médula dsea y la sangre hacia el timo, donde
proliferan, se diferencian, y pasan por procesos de seleccion que dan lugar al desarrollo de
células T maduras. La identidad precisa del precursor celular de la médula 6sea que da lugar
a células T ain es motivo de debate. Sin embargo, esta claro que este precursor, que es
dirigido hacia el timo por medio de receptores de quimiocina, retiene el potencial para dar
lugar a més de un tipo de célula, aun células asesinas naturales (NK), células dendriticas
(DC), células B, e incluso células mieloides. Este precursor sélo queda por completo
comprometido a la linea de células T al final de la etapa DN2 del desarrollo de células T.
Diversos estudios revelan que el compromiso hacia la linea de células T dependi6 de un
receptor, Notch, que clasicamente se ha asociado con el desarrollo de células embrionarias.
De hecho, Notch regula la decision de un precursor linfoide de convertirse en un linfocito T
en contraposicion con uno B. Zuniga-Pfluker y colaboradores demostraron que las células T
podian ser inducidas para que se desarrollaran cuando células madre de la médula 6sea se
cultivaban en una linea de células del estroma que expresaba un ligando para Notch. El
crecimiento de células madre hematopoyéticas (HSC) sobre células del estroma que expresan
ligando Notch impulsa el desarrollo de estas células madre multipotentes hacia la linea de
células T. Este sistema de ensayo ha sido inestimable para definir interacciones que controlan
el desarrollo temprano de células T, y ha ayudado a los investigadores a revelar, por ejemplo,
que el factor de transcripcion GATA-3 es un participante crucial en el compromiso hacia
células T mediado por Notch (Kuby, 2013).

ETAPAS DOBLES NEGATIVO DE LOS TIMOCITOS.

El desarrollo de células T estd muy bien organizado desde los puntos de vista espacial y
temporal. Diferentes etapas de desarrollo tienen lugar en distintos microambientes que
proporcionan sefiales unidas a membrana y solubles que regulan la maduracion. Después de
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llegar al timo provenientes de la médula dsea por medio de vasos sanguineos en la frontera
corticomedular, los precursores de célula T encuentran ligandos Notch, que son expresados
en abundancia por el epitelio timico. Recuerde que los precursores de célula T primero viajan
a la corteza externa, donde proliferan lentamente, después pasan por la médula del timo antes
de salir en la union corticomedular. Durante el tiempo que tardan las células en desarrollarse
en el timo (una a tres semanas), los timocitos pasan por una serie de etapas definidas por
cambios en su fenotipo de superficie (figura 2). Las células T mas tempranas carecen de CD4
y CD8 detectable y, por ende, se denominan células doble negativo (DN). Las células T DN
pueden subdividirse en cuatro subgrupos (DN1 a DN4) con base en la presencia o ausencia
de otras moléculas de superficie celular, entre ellas c-kit (CD117), el receptor para factor de
crecimiento de células madre; CD44, una molécula de adhesion, y CD25, la cadena a del
receptor de I1L2 (Tabla 1). Los timocitos DN1 son los primeros en entrar al timo, y aln son
capaces de dar lugar a multiples tipos de células. S6lo expresan c-kit y CD44 (c-
kit++CD44+CD25-), pero una vez que encuentran el ambiente del timo y se hacen residentes
en la corteza, proliferan y expresan CD25, con lo cual se convierten en timocitos DN2 (c-
kit++CD44+CD25+). Durante esta etapa crucial del desarrollo, los genes que codifican para
las cadenas vy, 6 y p de TCR empiezan a reordenarse; empero, el locus TCRa no se reordena,
probablemente porque la region de DNA que codifica para los genes que codifican para
TCRa todavia no esta accesible a la maquinaria de recombinasa. En la etapa de DN2 tardia,
los precursores de célula T se comprometen por completo a la linea de células T y reducen
la expresion tanto de c-kit como de CD44. Las células en la transicion desde las etapas DN2
a DN3 (c-kit+CD44-CD25+) contintian el reordenamiento de las cadenas TCRy, TCRd y
TCRp, y toman la primera decision importante en el desarrollo de células T: si se unen a la
linea de células T TCRyd o TCRof3. Las células T DN3 que reordenan exitosamente su
cadena B y, por ende, se comprometen a la linea de células T TCRaf, pierden la expresion
de CD25, suspenden la proliferacion, y entran a la fase final de su etapa de desarrollo DN,
DN4 (c-kithajo/~CD44-CD25-), que maduran directamente hacia timocitos CD4+CD8+ DP
(Kuby, 2013)

RECEPTORES TCRaf 0 TCRyd DE LOS TIMOCITOS.

Los vertebrados generan dos categorias amplias de células T: las que expresan cadenas de
receptor TCRa y B, y las que expresan cadenas de receptor TCRy y 6. Las células TCRaf3
son los participantes dominantes en la respuesta inmunitaria adaptativa en érganos linfoides
secundarios; con todo, las células TCRyd también desempefian un papel importante,
particularmente en la proteccion de los tejidos mucosos contra infeccion externa. Ambos
tipos de células son generados en el timo. En gran parte, la eleccion de convertirse en una
célula T yd o aff es dictada por cuando y qué tan rapido los genes que codifican para cada
una de las cuatro cadenas de receptor se reordenan exitosamente. Recuérdese que los genes
que codifican para TCR son generados por el barajado (reordenamiento) de los segmentos V
y J (y a veces D), lo cual se encarga de la vasta diversidad de especificidades de receptor. El
reordenamiento de los locus af}, y Yo empieza durante la etapa DN2. Para convertirse en una
célula T af}, una célula debe generar una cadena TCRJ, lo que depende de un reordenamiento
VDJ dentro de marco inico. Aun asi, para convertirse en una c¢lula yd, un timocito debe
generar dos proteinas funcionales que dependen de dos eventos de reordenamiento dentro de
marcos separados. Probablemente favorece el primer destino mencionado y, de hecho, las
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células T tienen al menos tres veces mas probabilidades de convertirse en células TCRaf que
en células TCRyd (Kuby, 2013).

L4 SELECCION B DE LOS TIMOCITOS DN

Los timocitos doble negativo (DN) que han reordenado exitosamente sus cadenas TCRf} son
valiosos, y son identificados y expandidos por un proceso que se conoce como seleccion 3
(figura 2). Este proceso involucra una proteina que es expresada de manera singular a esta
etapa del desarrollo, una glucoproteina invariante de 33 kDa conocida como la cadena pre-
Ta. Pre-Ta actia como un sustituto para la cadena TCRa real, que todavia tiene que
reordenarse, y se monta con una cadena 3 reordenada y traducida exitosamente, asi como
proteinas del complejo CD3. Este complejo TCR/CD3 precursor se conoce como el pre-TCR
y actla como un detector para iniciar una via de transduccion de sefial. La sefializacion que
el complejo pre-TCR inicia es dependiente de muchas de las mismas cinasas especificas para
célula T usadas por un TCR maduro, pero no parece ser dependiente de union a ligando. De
hecho, poco del complejo se expresa sobre la superficie celular, si es que se expresa algo;
mas bien, el montaje exitoso del complejo puede ser suficiente para activar los eventos de
sefializacion. La emision de sefiales de pre-TCR da lugar a la cascada de eventos que siguen:
1. Maduracion a la etapa DN4 (c-kitbajo/~-CD44-CD25-)

2. Proliferacion rapida en la corteza subcapsular

3. Supresion de reordenamiento adicional de genes que codifican para cadena p de TCR, lo
que da lugar a exclusion alélica del locus de la cadena 3

4. Desarrollo hacia la etapa CD4+CD8+ doble positivo (DP)

5. Cese de la proliferacién

6. Inicio del reordenamiento de cadena TCRa

Tiene importancia notar que la fase proliferativa antes de reordenamiento de la cadena a
aumenta considerablemente la diversidad de receptor al generar clonas de células con el
mismo reordenamiento de cadena  de TCR. Cada una de las células dentro de una clona a
continuacion puede reordenar un gen que codifica para cadena a diferente, lo que genera asi
una poblacién aun mas diversa que si la célula original hubiera pasado por reordenamiento
en los loci de la cadena B y de la cadena o antes de proliferacion. El reordenamiento del gen
que codifica para cadena a de TCR no empieza sino hasta que timocitos doble positivo dejan
de proliferar. Casi todas las células T reordenan por completo y expresan una cadena TCRf
proveniente de sélo uno de sus dos alelos de TCR fendmeno conocido como exclusion
alélica.

Genotipo Ubicacion Descripcion
DN1 c-kit De la meédula osea al Migracion al timo.
(CD117)++,CD44+,C | timo
D25-
DN2 c-kit Corteza subcapsular Reordenamiento de cadena
(CD117)++,CD44+,C TCRy, 6 y B; compromiso
D2+ hacia linea de células T.
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DN3 c-kit (CD117)+, Corteza subcapsular Expresiobn de pre-TCR;

CD44-, CD25+ seleccion .
DN4 c-kit (CD117)low/, De la corteza subcapsular  Proliferacion, exclusion
CD44-,CD25- a la corteza alélica de locus de cadena f3;

empieza el reordenamiento
del locus de cadena a; se

convierte en timocito DP.
Tabla 1. Desarrollo de timocito doble negativo. Tomado y modificado de Kuby, 2013.

Una vez que un timocito doble positivo (DP) joven reordena y expresa exitosamente una
cadena TCRa, esta cadena se asociara con la cadena TCRf ya producida, y tomara el lugar
de la cadena pre-TCRa sustituto, que ya no es expresada de manera activa. En este punto, el
timo ha alcanzado varias “metas”: los precursores de células hematopoyéticas se han
expandido en la corteza subcapsular, se han comprometido a la linea de células T, y
reordenado un grupo de genes que codifican para TCR. También han “elegido” convertirse
en una célula T TCRap o TCRyd. Esta poblacion TCRaf ahora expresa tanto CD4 como
CD8, y esté lista para la segunda etapa del desarrollo de célula T: la seleccion (Kuby, 2013).

SELECCIONES POSITIVA Y NEGATIVA.

Los timocitos CD4+CD8+ (DP), células pequefias que no proliferan y que residen en la
corteza del timo, son la subpoblacién méas abundante en el timo; comprende méas de 80% de
las células. Lo que es mas importante, son la primera subpoblacion de timocitos que expresan
un complejo TCRaf/CD3 de superficie por completo maduro y, por ende, son los blancos
primarios de la seleccion timica (figura 2). La seleccién timica conforma el repertorio de
TCR de timocitos DP con base en la afinidad de sus receptores de célula T por los
MHC/péptidos que encuentran conforme recorren la corteza timica.

¢Por qué es necesaria la seleccion timica? La propiedad mas distintiva de las células T
maduras es que sélo reconocen antigeno extrafio combinado con moléculas de MHC propias;
sin embargo, TCR generados al azar ciertamente no tendran afinidad inherente por “antigeno
extrafio mas moléculas de MHC propias”. Podrian simplemente también reconocer
combinaciones de MHC/péptido extrafas, lo cual no seria Gtil, o combinaciones de MHC
propio/péptido propio, lo cual podria ser peligroso. Se requieren dos procesos de seleccion
distintos:

. Seleccion positiva, que selecciona para aquellos timocitos que portan receptores
capaces de unirse a moléculas de MHC propias, lo que da lugar a restriccion a MHC.
. Seleccién negativa, que selecciona contra timocitos que portan receptores de alta

afinidad para complejos de MHC/péptido propios, lo que da lugar a autotolerancia.

Dado que so6lo péptidos propios son presentados en el timo, y s6lo en asociacién con
moléculas de MHC propias, estos dos procesos de seleccion aseguran que los timocitos
sobrevivientes expresen TCR que tengan afinidad baja por péptidos propios en MHC propio.
Por otro lado, los procesos no aseguran que las células T generadas portaran receptores con
afinidad alta por cualquier combinacion especifica de MHC propio/péptido extrafio. La
capacidad del sistema inmunitario para mostrar respuesta a un antigeno extrafio depende de
la probabilidad de que una de los millones de células T que sobreviven a la seleccion se unira
a una de las muchas combinaciones de MHC/péptido expresadas por una célula presentadora
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de antigeno que ha procesado proteinas patdgenas fuera del timo. Casi todos los timocitos
DP (~ 98%) nunca satisfacen los criterios de seleccidn, y mueren por apoptosis dentro del
timo (figura 3). La mayor parte de las muertes de timocitos DP (~ 95%) ocurre entre timocitos
que fracasan en la seleccidon positiva porque sus receptores no reconocen de manera
especifica moléculas de MHC propias. Estas células no reciben sefiales de supervivencia por
medio de sus TCR, y mueren mediante un proceso conocido como muerte por abandono. Un
pequefio porcentaje de células (2 a 5%) es eliminado por medio de seleccion negativa. Solo
2 a 5% de los timocitos DP en realidad sale del timo como células T maduras.

Corteza - CD8
CD3
Receptor de célula T

Timocito pp CD4

2a5%

interaccién con

afinidad alta 2a5%
interaccién
con afinidad
baja/intermedia

90 a 96%
interaccion nula

Muerte por

Seleccion ¢TEC abandono

negativa

Seleccion

o

-

Moléculas de
mic clase I
y/o clase II

Célula T, Célula T,
cpsr M cpg*

Seleccion
negativa

Médula

CD4*

Q

Célula T,

Célula dendritica

Linfocitos T CD4* o CD8* maduros
emigran hacia la periferia

FIGURA 3. Seleccién positiva y negativa de timocitos en el timo. La seleccion timica involucra multiples interacciones
de timocitos DP y SP con las células de estoma timicas tanto corticales como medulares, asi como células dendriticas y
macrofagos. La seleccion da lugar a una poblacion de células T maduras que esta restringida a MHC propio y es
autotolerante. Los timocitos DP que expresan nuevos dimeros TCRap recorren los complejos de MHC/péptido expresado
por las células epiteliales timicas corticales (CTEC). Casi todos los timocitos DP mueren en la corteza por abandono debido
a su fracaso para unirse con suficiente afinidad a combinaciones de MHC/péptido. El pequefio porcentaje cuyos TCR se
unen a MHC/péptido con afinidad alta muere por delecién clonal (seleccion negativa). Los timocitos DP cuyos receptores
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se unen a MHC/péptido con afinidad intermedia son seleccionados de manera positiva y maduran hacia linfocitos T positivo
Gnico (CD4+ o CD8+). Estos migran hacia la médula, donde quedan expuestos a Células Epiteliales Timicas Medulares
(mTEC) AIRE+, que expresan antigenos especificos para tejido y pueden mediar seleccion negativa. Las células dendriticas
medulares pueden adquirir antigenos mTEC al fagocitar mTEC, y median seleccion negativa (en particular de timocitos
CD4+ restringidos a MHC clase I1). Tomado y modificado de Kuby, 2013.

La evidencia temprana del papel del timo en la seleccion del repertorio de células T provino
de experimentos en ratones quiméricos efectuados por R. M. Zinkernagel y colaboradores,
en los cuales notaron que el haplotipo de MHC del timo en el cual las células T se desarrollan,
determina su restriccion a MHC. Las células T “aprendieron” a cual haplotipo de MHC estan
restringidas durante sus primeros dias en el timo. Si bien alguna vez se hizo referencia a este
proceso como “educacion de célula T”, ahora se sabe que es la consecuencia de un proceso
de seleccion brutal (Kuby, 2013).

COMPROMISO DE LiNEA.

A medida que los timocitos estan siendo tamizados con base en su afinidad de TCR por
antigenos propios, también estan siendo guiados en sus decisiones de linea. De manera
especifica, un timocito doble positivo seleccionado de manera positiva debe decidir si va a
unirse a la linea de células T citotéxicas CD8+ o a la linea de células T auxiliares CD4+. El
compromiso de linea requiere cambios de la organizacion gendmica y la expresion de gen
que dan por resultado 1) silenciamiento de un gen que codifica para correceptor (CD4 o
CD8), asi como 2) expresion de genes asociados con una funcion de linea especifica. Se han
propuesto varios modelos para explicar el compromiso de linea, lo que brevemente se explica
en la siguiente imagen:
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a) Modelo instructivo

Senal de compromiso

hacia CD8 @
. L

CD4baicgatto Célula T CD4- 8*
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@

b) Modelo estocistico
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-~ — /,- Ag + mHc clase I
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FIGURA 4. Modelos propuestos de compromiso de linea, la decision de timocitos doble positivo para convertirse en
células T CD4+ auxiliares o CD8+ citotoxicas. a) De acuerdo con el modelo instructivo, la interaccion de un correceptor
con la molécula de MHC para la cudl es especifico da lugar a regulacion descendente del otro correceptor. b) De acuerdo
con el modelo estocastico, la regulacién descendente de CD4 o CD8 es un proceso al azar. ¢) De acuerdo con el modelo de
sefializacion cinético, la decision de comprometerse hacia la linea CD4 o0 CD8 se basa en la continuidad de la sefial de TCR
que un timocito recibe. La seleccién positiva da lugar a regulacion descendente de CD8 en todos los timocitos. Esto no
altera la intensidad de una sefial de TCR/CD4/MHC clase I, y las células que reciben esta sefial continuaran el desarrollo
hacia la linea SP CD4. Empero, la regulacion descendente de CD8 disminuye (interrumpe) una sefial de TCR/CD8/MHC
clase I, una experiencia que envia una célula hacia la linea CD8. Se requieren sefiales de I1L-17 para ““sellar”” el compromiso
hacia la linea CD8. Tomado y modificado de Kuby, 2013

A JUltimas fechas se han identificado factores de transcripcion que regulan de manera
especifica el desarrollo hacia la linea CD4 y CD8. En la actualidad, Pok y Runx3 estan
desempefiando un papel protagonico como factores transcripcionales requeridos para el
compromiso CD4 y CD8, respectivamente, aunque otros también participan. Los timocitos
dobles positivo pueden comprometerse hacia otros tipos de linfocitos. Poblaciones pequefias
de timocitos DP también se comprometen hacia otros tipos de célula T, incluso las lineas de
célula T NK, célula T reguladora, y linfocito epitelial (iel) (Kuby, 2013).
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SALIDA DEL TIMO Y MADURACION FINAL.

Una vez que un timocito pasa exitosamente por seleccion y toma una decision de linea, entra
a un estado quiescente y sale del timo. Ademas del CCR7 (receptor de migracion), existen
otros receptores que controlan la salida desde el timo, el mayor estudiado es el receptor de
esfingosina-1-fosfato (sipr). Observaciones actuales sugieren que una cascada de eventos
controla estas etapas finales de la maduracion: las sefiales de TCR que seleccionan de manera
positiva regulan en direccion ascendente Foxol, un factor de transcripcion que controla la
expresion de varios genes relacionados con la funcion de célula T. Foxol regula la expresion
de KIf2, que, a su vez, regula en direccion ascendente sipr. Foxol también regula tanto el IL-
7R, que ayuda a mantener la supervivencia de células T maduras, como CCR7, el receptor
de quimiocina que dirige el trafico de células T maduras hacia los ganglios linfaticos. Las
células T maduras que salen del timo se denominan emigrantes timicos recientes (RTE).
Ahora esté claro que los emigrantes timicos recientes no son tan funcionalmente maduros
como casi todas las células T virgenes en la periferia (Kuby, 2013).

REGULACION NEGATIVA DE RESPUESTAS INMUNITARIAS POR MEDIO DE LAS CELULAS
TREG

Las células T reguladoras (células Treg) pueden inhibir la proliferacion de otras poblaciones
de células T in vitro, lo que suprime con eficacia respuestas inmunitarias autorreactivas.
Expresan sobre su superficie CD4, asi como CD25, la cadena a del receptor de IL2. Empero,
las células Treg son identificadas de manera mas definitiva por su expresion de un regulador
transcripcional maestro, FoxP3, cuya expresién es necesaria y suficiente para inducir
diferenciacion hacia la linea Treg. Las células Treg pueden desarrollarse en el timo, y parecen
representar un destino alternativo para células T autorreactivas. Como se ha observado, casi
todos los timocitos que expresan receptores con afinidad alta por antigeno propio mueren por
seleccion negativa. Con todo, una pequefa fraccién parece comprometerse a la linea de
células T reguladoras, y sale del timo para recorrer el organismo e impedir reacciones
autoinmunitarias. Investigacion reciente sugiere que las Treg se desarrollan en un nicho
microambiental singular dentro del timo, y que el espacio disponible para células en
desarrollo en este nicho es limitado. Estos datos sugieren que los timocitos que se
comprometen hacia la linea de células T reguladoras tienen probabilidades de recibir sefiales
estimuladoras Unicas. Estas Treg naturales comparten la periferia con Treg inducidas que
pueden desarrollarse a partir de células T maduras convencionales que son expuestas a
citocinas TGFp e IL10 (Kuby, 2013).

ACTIVACION, DIFERENCIACION Y MEMORIA DE CELULAS T.

La interaccion entre una célula T virgen y una célula presentadora de antigeno (APC) es el
evento iniciador de la respuesta inmunitaria adaptativa. Antes de esto, el sistema inmunitario
innato ha sido avisado en el sitio de infeccion o de dafio de tejido, y las APC, tipicamente
células dendriticas, han sido activadas por medio de sus receptores de reconocimiento de
patrones. Estas células pueden haber fagocitado agentes patogenos extracelulares (u
opsonizado agentes patdgenos intracelulares), o pueden haber sido infectadas por un agente
patdgeno intracelular. En uno u otro caso, han procesado y presentado péptidos provenientes
de estos agentes patdégenos en complejo con moléculas de superficie del MHC clase | y clase
I, y han llegado a un ganglio linfatico local (de drenaje), y/o al bazo. Las APC se han
quedado a residir en las zonas de células T del ganglio linfatico o el bazo para unirse a redes
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de otras células que son examinadas continuamente por células T CD8+ y CD4+ virgenes
ambulantes. Se ha observado que cada célula T madura expresa un receptor de antigeno
singular que ha sido montado por medio de reordenamiento de gen al azar durante el
desarrollo de la célula T en el timo. Puesto que las células T en desarrollo pasan por eventos
de seleccién dentro del timo, cada célula T virgen, madura, es tolerante a antigenos propios,
y esta restringida a MHC propio. Algunas células T virgenes se han comprometido a la linea
de células T citotdxicas CD8+, y algunas a la linea de células T auxiliares CD4+. Cuando
una célula T CD8+ o CD4+ virgen se une estrechamente a un complejo de MHC-péptido
expresado por una célula dendritica activada, queda activada por sefiales generadas por medio
del TCR. Estas sefiales, conjuntamente con sefiales provenientes de otros factores, estimulan
a las células T para que proliferen y se diferencien hacia una célula efectora. Las células T
CD4+ virgenes se convierten en células auxiliares en respuesta a unién de combinaciones de
MHC clase Il-péptido (figura 5). Las células T CD4+ pueden diferenciarse hacia un
sorprendente nimero de subgrupos auxiliares distintos, cada uno de los cuales tiene una
funcidn diferente en el combate de infeccion.
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FIGURA 5. Activacién y diferenciacion de célula T. La activacion de una célula T virgen en un drgano linfoide secundario
da lugar a la generacion de células T efectoras y de memoria. La activacion requiere varias interacciones receptor-ligando
ente la célula T y una célula dendritica, sefiales por medio de citocinas producidas por la APC activadora, asi como otras
células de apoyo en el érgano linfoide. Las células T CD4+ efectoras se convierten en células T auxiliares (Ty) y secretan
citocinas que aumentan la actividad de muchas otras células inmunitarias. Las células TCD8+ efectoras son células
citotoxicas (T¢) que matan células infectadas. Tomado y modificado de Kuby, 2013.

El subgrupo auxiliar en el cual la célula T CD4+ virgen se convierte depende de los tipos de
sefiales (p. ej., citocinas, sefiales coestimuladoras) que recibe a partir de las células
dendriticas a las que se une por medio de sus TCR. Las sefiales que las células dendriticas
son capaces de suministrar dependen en gran parte del agente patdgeno al cual han quedado
expuestas (Kuby, 2013).
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ACTIVACION DE CELULA T, Y LA HIPOTESIS DE LAS DOS SENALES.

Las células T CD4+ y CD8+ salen del timo y entran a la circulacion como células en reposo
en la etapa GO del ciclo celular; estas células T virgenes estdn maduras, pero todavia no han
encontrado antigeno. Su cromatina esta condensada, tienen muy poco citoplasma, y muestran
poca actividad transcripcional. Sin embargo, son células maviles y recirculan continuamente
entre la sangre, la linfa y los tejidos linfoides secundarios, incluso ganglios linfaticos, en
busqueda de antigeno. Dado que solo alrededor de 1 de cada 105 células T virgenes es
probable que sea especifica para cualquier antigeno dado, esta recirculacion a gran escala
incrementa las probabilidades de que una célula T encuentre antigeno apropiado. Si una
célula T virgen no se une a cualquiera de los complejos de MHC-péptido encontrado
conforme recorre las superficies de células del estroma de un ganglio linfatico, sale por los
linfaticos eferentes, y finalmente drena hacia el conducto toracico y vuelve a incorporarse a
la sangre. Empero, si una célula T virgen encuentra una APC que exprese un MHC-péptido
al cual pueda unirse, iniciara un programa de activacion que produce una gama diversa de
células que dirigen los esfuerzos destinados a eliminar la infeccion. Los complejos de
TCR/MHC-péptido y correceptores son agregados en la parte central de esta sinapsis
(complejo activador supramolecular central, 0 cSMAC). La afinidad intrinseca entre las
superficies del TCR y del MHC-péptido es bastante baja (la Kd varia de 10-4 a 10-7 M), y
es estabilizada por la actividad de varias moléculas que, juntas, aumentan la avidez (la
afinidad combinada de todas las interacciones célula-célula) de la interaccion celular. Los
correceptores CD4 y CD8, que se encuentran en el cSMAC, estabilizan la interaccion entre
TCR y MHC al unirse a moléculas de MHC clase 1l y moléculas de MHC clase I,
respectivamente. Las interacciones entre moléculas de adhesion y sus ligandos ayudan a
sostener las sefiales generadas al permitir interacciones celulares a largo plazo. Estas
moléculas estan organizadas alrededor del agregado central, y forman el smac periférico o
“p”. Con todo, incluso la avidez funcional aumentada ofrecida por correceptores y moléculas
de adhesidn aun es insuficiente para activar por completo una célula T. Las interacciones
entre receptores coestimuladores sobre células T (p. ej., CD28) y ligandos coestimuladores
sobre células dendriticas (p. ej., CD80/86) proporcionan una segunda sefial requerida.
Ademas, un tercer grupo de sefiales, proporcionado por citocinas locales (sefial 3), dirige la
diferenciacion de células T hacia tipos de células efectoras distintos.
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FIGURA 6. Se requieren tres sefiales para la activacion de una célula T virgen. La interaccion de TCR/MHC-péptido,
junto con correceptores CD4 y CD8 y moléculas de adhesion, proporcionan la sefial 1. La coestimulacién por un grupo de
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moléculas separado, incluso CD28 (o ICOS, que no se muestra), proporciona la sefial 2. Juntas, la sefial 1y la sefial 2 inician
una cascada de transduccion de sefiales que da lugar a activacién de factores de transcripcion y citocinas (sefial 3) que
dirigen la proliferacion (IL2) y diferenciacion (citocinas polarizantes) de célula T. Las citocinas pueden actuar de una
manera autocrina, al estimular las mismas células que las producen, o de una manera paracrina, al estimular células vecinas.
Tomado y modificado de Kuby, 2013.

Estudios realizados por Helen Quill y Ron Schwartz llevaron a la nocion simple pero
poderosa de que para la activacion de célula T se requeria no una sefial, sino dos sefiales: la
sefial 1 es proporcionada por unién a TCR especifico para antigeno (que puede ser unido por
correceptores y moléculas de adhesién), y la sefial 2 es proporcionada por contacto con un
ligando coestimulador, que solo puede ser expresado por una APC funcional. Cuando una
célula T recibe tanto sefial 1 como sefial 2, sera activada para producir citocinas que aumentan
la entrada hacia el ciclo celular y proliferacion (figura 6). Ahora se sabe que la sefial 2 se
produce por una interaccion entre receptores coestimuladores especificos sobre células T y
ligandos coestimuladores sobre células dendriticas (Tabla 2). Recuerde que las células
dendriticas y otras APC quedan activadas por union de antigeno a prr, para expresar ligandos
coestimuladores (p. ej., CD80 y CD86) y producir citocinas que aumentan su capacidad para
activar células T. CD28 es el ejemplo mas comunmente citado de un receptor coestimulador.
Dado que estas moléculas aumentan la emision de sefiales de TCR, se denominan en conjunto
receptores y ligandos coestimuladores “positivos”. También se han identificado receptores
coestimuladores negativos, que inhiben la emision de sefiales de TCR. Si bien el
entendimiento de sus funciones especificas es incompleto, como grupo desempefian
funciones importantes en 1) el mantenimiento de la tolerancia de células T periféricas, y 2)
la reduccion de la inflamacion tanto después de la evolucion natural de una infeccién como
durante respuestas a infeccion crénica. Como puede imaginarse, la expresion y actividad de
moléculas coestimuladoras negativas y positivas deben ser reguladas con cuidado desde los
puntos de vista temporal y espacial.

Receptor  coestimulador Ligando coestimulador Actividad
sobre célula T

Coestimulacion positiva

CD28 CD80 (B7-1) 0o CD86 (B7- Activacion de celulas T
2) virgenes.
Expresada por APC

profesionales (y epitelio
timico medular)

ICOS ICOS-L Mantenimiento de la actividad
Expresado por células B, 'de celulas T diferenciadas; una
algunas APC y células T.  caracteristica de interacciones

entre células T y B.

Coestimulacion negativa

CTLA-4 CD80 (B7-1) o CD86 (B7- 'Regulacion negativa de Ila
2) respuesta inmunitaria (p. ej.,
Expresada por  APC mantenimiento de tolerancia de
profesionales (y epitelio [células T periféricas; reduccion
timico medular) de la inflamacidn; contraccion
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del fondo comln de células T
después de que se elimina

infeccion)

PD-1 PD-L1 o0 PD-L2 Regulacion negativa de la
Expresado por APC respuesta inmunitaria,
profesionales, algunas regulacion de la diferenciacion
células TY B, y células de Treg.
tumorales

BTLA HVEM Regulacion negativa de la
Expresado por algunas | respuesta inmunitaria,
APC, célulasTyB regulacion de la diferenciacion

de Treg (?).

Tabla 2. Moléculas coestimuladoras de células T y sus ligandos. Tomado y modificado de Kuby, 2013.

LAS CITOCINAS PROPORCIONAN LA SENAL 3.

Ahora se ha visto que las células T virgenes inician la activacion cuando son coestimuladas
por unién tanto con complejos de MHC-péptido como con ligandos coestimuladores sobre
celulas dendriticas. Empero, las consecuencias y la magnitud de la activacion de célula T
también estan conformadas de manera crucial por la actividad de citocinas solubles
producidas tanto por APC como por células T. Algunos denominan sefial 3 a estas citocinas
ayudantes (figura 6). Las citocinas se unen a receptores de citocina de superficie, lo cual
estimula una cascada de sefiales intracelulares que pueden aumentar la proliferacion y/o la
supervivencia. La IL2 es una de las citocinas mejor conocidas involucradas en la activacion
de células T, y desempefia un papel clave en la induccion de proliferacion éptima de células
T, en particular cuando el antigeno y/o los ligandos coestimuladores son limitantes. Las
sefiales coestimuladoras inducen transcripcion de genes que codifican tanto para IL2 como
para la cadena o (CD25) del receptor de IL2 de alta afinidad. Las sefiales también aumentan
la estabilidad del mRNA que codifica para IL2. El incremento combinado de la transcripcion
de IL2 y la estabilidad mejorada del mRNA que codifica para IL2 da lugar a un aumento de
100 veces la produccion de IL2 por la célula T activada. La secrecion de IL2 y su unién
subsiguiente al receptor de IL2 de alta afinidad induce a las células T virgenes activadas a
proliferar vigorosamente. La sefial 3 también es proporcionada por otras citocinas
(producidas por APC, células T, células NK y otras), conocidas como citocinas polarizantes,
que desempefian roles fundamentales no sélo en el aumento de la proliferacion, sino también
en la determinacion de en qué tipos de células efectoras se convertiran las células T virgenes.
Las células presentadoras de antigeno tienen propiedades coestimuladoras caracteristicas
¢ Cudles células son capaces de proporcionar tanto sefial 1 como sefial 2 auna célula T virgen?
Si bien casi todas las células en el cuerpo expresan MHC clase I, sélo las APC profesionales
—células dendriticas, macrdfagos activados y células B activadas— expresan las cifras altas
de moléculas del MHC clase 11 que se requieren para la activacion de células T. Es importante
el hecho de que estas mismas APC profesionales figuran entre los dos unicos tipos de células
capaces de expresar ligandos coestimuladores. Las APC profesionales son méas diversas en
cuanto a funcion y origen que lo que originalmente se imagind, y cada subpoblacion difiere
tanto en la capacidad para desplegar antigeno como en la expresién de ligandos
coestimuladores. Durante las etapas tempranas de la respuesta inmunitaria en Organos
linfoides secundarios, las células T encuentran dos tipos principales de APC profesionales:
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la célula dendriticay la célula B activada. Células dendriticas maduras que han sido activadas
por componentes microbianos por medio de sus receptores de reconocimiento de patrones
(PRR) estan presentes en todas las zonas de células T. Expresan péptidos antigénicos en
complejo con cifras altas de moléculas de MHC clases | y Il. También expresan ligandos
coestimuladores, y son los activadores mas potentes de células T CD4+ y CD8+. Las células
B en reposo que residen en los foliculos adquieren la capacidad de activar células T después
de que se unen a antigeno por medio de su receptor de célula B (BCR). Esta union estimula
la regulacion ascendente de MHC clase 11 y CD80/86 coestimuladora, lo que permite a la
célula B presentar antigeno a células T CD4+ que encuentran en la frontera entre el foliculo
y la zona de células T. Debido a su capacidad singular para internalizar antigeno (p. €j.,
agentes patdgenos) por medio de BCR especificos, y presentarlos en el MHC clase I, las
células B son més eficientes para activar células T CD4+ que son especificas para el mismo
agente patdgeno para el cual aquéllas son especificas. Esta situacion sirve muy bien a la
respuesta inmunitaria, al enfocar la atencién de células T CD4+ especificas para antigeno
activadas en la zona de células T sobre células B activadas por el mismo antigeno en el
foliculo vecino. Los macréfagos también se encuentran en érganos linfoides secundarios,
pero pueden activar células T en una amplia gama de otros tejidos periféricos. También deben
ser activados para que revelen su capacidad presentadora de antigeno plena. Regulan en
direccion ascendente moléculas de MHC y ligandos coestimuladores en respuesta a
interacciones con agentes patdgenos, asi como en respuesta a citocinas producidas por otras
células, incluso IFNy (Kuby, 2013).

LOS SUPERANTIGENOS SON UNA CLASE ESPECIAL DE ACTIVADORES DE CELULAS T.

Los superantigenos son proteinas virales o bacterianas que se unen de manera simultanea a
regiones V[ especificas de receptores de células T, y a la cadena a de moléculas de MHC
clase II. Las regiones VP son codificadas por mas de 20 genes que codifican para V[
diferentes en ratones, y 65 genes distintos en seres humanos. Cada superantigeno muestra
una “especificidad” para una de estas versiones de V3, que pueden ser expresadas por hasta
5% de células T, independientemente de su especificidad de antigeno. Esta conexion tipo
pinza imita una interaccion TCR-MHC fuerte e induce activacion, lo cual elude la necesidad
de especificidad de antigeno de TCR (figura 7). Aun asi, la unioén a superantigenos no evita
la necesidad de coestimulacion; ain se requieren APC profesionales para activacion
completa de célula T por estas proteinas microbianas (Kuby, 2013).
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FIGURA 7. Enlace covalente, mediado por superantigeno, de receptor de célula T y molécula MHC clase II. Un
superantigeno se una a todos los TCR que portan una secuencia VP particular independientemente de su especificidad de
antigeno. Los superantigenos exdgenos son proteinas bacterianas secretadas solubles, incluso varias exotoxinas. Los
superantigenos enddgenos son proteinas embebidas en la membrana, producidas por ciertos virus; incluyen antigenos Mls
codificados por virus de tumor mamario de raton. Tomado y modificado de Kuby, 2013.

DIFERENCIACION DE CELULAS T.

Una interaccion coestimulante, activadora entre una célula T virgen y una APC, tipicamente
dura 6 a 8 h, periodo que permite el desarrollo de una cascada de eventos de emision de
sefiales que alteran programas de gen e inducen diferenciacion hacia diversos subtipos de
células efectoras y de memoria distintas. Bastan so6lo algunas interacciones de TCR-MHC
(Tabla 3) para estimular una cascada de emision de sefiales que, en combinacion con
coestimulacion y sefiales recibidas por citocinas solubles, culminan en la activacion de
moléculas “efectoras” que regulan 1) la supervivencia celular, 2) la entrada al ciclo celular y
3) la diferenciacion celular. En uno a dos dias después de union exitosa con una célula
dendritica en la zona de células T de un 6rgano linfoide secundario, una célula T virgen se
agrandara hacia una célula blasto y empezaré a pasar por rondas de division celular repetidas.
Las sefiales 1 méas 2 inducen regulacién ascendente de la expresion y la actividad de genes
prosupervivencia (p. €j., bcl2), asi como la transcripcion de genes que codifican tanto para
IL2 como para la cadena a (CD25) del receptor de IL2 de alta afinidad (figura 8). El efecto
combinado sobre una célula T virgen es la activacion y proliferacion robusta. Las células T
activadas se dividen dos a tres veces al dia durante cuatro a cinco dias, lo cual genera una
clona de células progenie que se diferencian hacia poblaciones de células T de memoria y
efectoras. Las células T activadas y su progenie adquieren capacidades funcionales
singulares; se convierten en células T auxiliares o citotoxicas efectoras que de manera
indirecta o directa actGan para eliminar un agente patdgeno. Las células T citotoxicas CD8+
salen de los tejidos linfoides secundarios y circulan hacia sitios de infeccion, donde se unen
a células infectadas y las matan. Las células T auxiliares CD4+ secretan citocinas que dirigen
la actividad de varios otros tipos de células, incluso células B, macr6fagos y otras celulas T.
Algunas células T CD4+, en particular las que “ayudan” a células B, y las que generan
memoria de linfocito, permanecen dentro del tejido linfoide secundario para seguir regulando
la generacion de la respuesta. Otras regresan a los sitios de infeccion y aumentan la actividad
de macrofagos y celulas citotoxicas. Las células efectoras tienden a ser de vida breve, y tienen
lapsos de vida que varian de algunos dias a algunas semanas. De cualquier modo, la progenie
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de una célula T activada también puede convertirse en células T de memoria de vida
prolongada que residen en tejidos secundarios y terciarios durante periodos importantes, y
proporcionan proteccion contra una infecciéon secundaria. Las células T CD8+ activadas
adquieren la capacidad para inducir la muerte de células blanco, y se convierten en linfocitos
T “asesinos” o “citotoxicos” (ctl o TC). Las células T CD4+ activadas (células T auxiliares
o0 Th) adquieren la capacidad para secretar factores que aumentan la activacion y
proliferacion de otras células. De modo especifico, regulan la activacion de células B y la
produccion de anticuerpos por las mismas; aumentan la capacidad fagocitica, antimicrobiana,
citolitica y de presentacién de antigeno de macréfagos; ademéas de que son indispensables
para el desarrollo de memoria de células By T CD8+. Las células T auxiliares CD4+ son en
particular diversas; se diferencian hacia varios subtipos diferentes, cada uno de los cuales
secreta un grupo de citocinas caracteristico. Las citocinas secretadas por células Th CD4+
pueden actuar de modo directo sobre la misma célula que las produjo (actuar de una manera
autocrina) o pueden unirse a receptores y actuar sobre células en la vecindad (actuar de un
modo paracrino).

IFNy
IL2

IL17A
IL17F
-_
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IL21 IL21 Ayudan a células B en
foliculos 'y  centros

germinales.
Tabla 3. Regulacion y funcién de subtipos auxiliares T. Tomado y modificado de Kuby, 2013.
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FIGURA 8. La activacion de una célula T virgen regula en direccién ascendente la expresion de IL2 y el receptor de
IL2 de afinidad alta. La sefial 1y la sefial 2 cooperan para aumentar la transcripcion y la estabilidad de mRNA que codifica
para IL2 e IL2R. La IL2 secretada se unira al IL2R, lo que genera sefiales que aumentan la entrada de la célula T hacia el
ciclo celular, e inicia varias rondas de proliferacion. Casi todas las células se diferencian hacia células efectoras o células
de memoria centrales. Tomado y modificado de Kuby, 2013.

SUBTIPOS DE CELULAS T AUXILIARES.

Puede atribuirse a Tim Mosmann, Robert Coffman y colegas, uno de los experimentos mas
tempranos que demuestran en definitiva que las células T CD4+ auxiliares tuvieron fenotipo
y funcién méas heterogéneos de lo que originalmente se supuso. Investigaciones mas
tempranas, que muestran que las células T auxiliares produjeron una gama diversa de
citocinas, orientaron hacia esta posibilidad. No obstante, Mosmann y Coffman identificaron
en definitiva dos subgrupos funcionales separados, Thly Th2, cada uno de los cuales produjo
un grupo diferente de citocinas. Mas aiin, mostraron que estas diferencias fueron propiedades
de clonas de células T separadas; cada célula T activada se expandié hacia una poblacion de
células T efectoras que secretaron una gama distinta de citocinas. De manera especifica, estos
investigadores desarrollaron mas de 50 clonas de células T individuales a partir de una
mezcla de células T con diferentes especificidades de receptor (esto es, una poblacion de
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células T policlonal) que se habia aislado a partir del bazo de un raton inmunizado. El
subgrupo Th1 secreta IL2, INFy y linfotoxina o (TNFp), y se encarga de muchas funciones
clasicas mediadas por células, incluso activacion de linfocitos T citotoxicos y macrofagos.
El subgrupo Th2 secreta IL4, IL5, IL6, IL9, IL10 e IL13, y regula la actividad de células B
y la diferenciacion de las mismas. Estos experimentos prepararon el terreno para el
descubrimiento durante el Gltimo decenio de que las células T CD4+ pueden adoptar no sélo
dos sino al menos cinco destinos efectores separados después de activacion. Las
subpoblaciones Thly Th2 han sido unidas en definitiva por las subpoblaciones Th17y Treg,
cada una de las cuales produce un perfil de citocina distinto y regula diferentes actividades
dentro del organismo. A Ultimas fechas se ha caracterizado aln otra subpoblacién, las células
auxiliares foliculares T (Tfh), y ha alcanzado membresia entre los subgrupos auxiliares
principales. El tipo de célula Th efectora en el que una célula T virgen (también llamada una
célula ThO) se convierte depende en gran parte de la clase de infeccion que ocurre. Por
ejemplo, las infecciones bacterianas extracelulares dan lugar a la diferenciacion de células T
CD4+ activadas hacia células Th2, que ayudan a activar células B para que secreten
anticuerpos que pueden opsonizar bacterias y neutralizar las toxinas que producen. Por otro
lado, la infeccion por un virus o una bacteria intracelular induce diferenciacién de células T
CD4+ hacia auxiliares Thl que aumentan la actividad citolitica de macréfagos y células T
CD8+, que entonces pueden matar células infectadas. Las respuestas a hongos estimulan la
diferenciacion de respuestas auxiliares diferentes que las respuestas a gusanos, y asi
sucesivamente. La realidad es, por supuesto, mas compleja. Las infecciones desencadenan la
diferenciacion de mas de un subtipo auxiliar, algunos de los cuales tienen papeles que se
superponen (Kuby, 2013).

LA DIFERENCIACION DE SUBGRUPOS DE CELULAS AUXILIARES T ESTA REGULADA POR
CITOCINAS POLARIZANTES.

La activacion de células T requiere TCR y unién de receptor coestimulador, ambos de los
cuales son proporcionados por una APC activada. Ahora esta claro que el destino funcional
de células T activadas esta determinado por sefiales que reciben desde citocinas adicionales
generadas durante la respuesta. Estas citocinas (sefial 3) se denominan citocinas polarizantes
porque se encargan de guiar una célula T auxiliar hacia uno de varios destinos efectores
diferentes. Por ejemplo, las células T que son activadas en presencia de IL2 e IFNy tienden
adiferenciarse, o polarizarse, hacia la linea Th1, mientras que las células T que son activadas
en presencia de IL4 e IL6 se polarizan hacia la linea Th2. Las citocinas polarizantes pueden
ser generadas por la APC estimulante misma, o por células inmunitarias vecinas que también
han sido activadas por antigeno. Cudles citocinas se producen durante una respuesta
inmunitaria depende de 1) la célula de origen (DC, macréfago, célula B, célula NK, etc.), 2)
su estado de maduracién y activacion, 3) los agentes patdgenos y otros mediadores
inflamatorios que encuentra, y 4) en qué ambiente tisular encuentra ese agente patdgeno. Por
consiguiente, las interacciones innatas tienen un papel crucial en la conformacion de
respuestas adaptativas. De modo especifico, al influir sobre las secreciones de APC en la
superficie y el paisaje microambiental que una célula T encuentra, las respuestas inmunitarias
innatas influyen de manera directa sobre el destino funcional de células T auxiliares.
Recuérdese que las APC y otras células inmunitarias innatas son activadas por interaccion
con agentes patdgenos que portan patrones moleculares asociados a agentes patdgenos
(PAMP). Estos PAMP se unen a PRR, lo cual incluye, pero no se limita a, receptores tipo
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Toll (TLR). Las interacciones de PRR activan células dendriticas al estimular la regulacién
ascendente de MHC y proteinas coestimuladoras. También determinan el tipo de citocina(s)
que las células dendriticas y otras células inmunitarias secretaran. Por ende, las sefiales de
PRR regulan el destino que una célula T adoptard después de la activacion (figura 9). Por
ejemplo, el RNA bicatenario, un producto de muchos virus, se une a receptores TLR3 sobre
células dendriticas, lo cual inicia una cascada de emision de sefiales que da lugar a la
produccién de 1L12, que promueve de manera directa la diferenciacion Thl. Por otro lado,
los gusanos estimulan PRR sobre células inmunitarias innatas, incluso mastocitos, que
generan IL4. La IL4 promueve de manera directa la polarizacion de células T activadas hacia
el subgrupo Th2, que coordina la respuesta de IgE a helmintos. En este caso, la principal
citocina polarizante no es sintetizada por la célula dendritica activadora, sino que es generada
por una célula inmunitaria vecina. Ahora se entiende que los adyuvantes, que se han usado
durante décadas para mejorar la eficacia de vacunas, ejercen su influencia sobre el sistema
inmunitario innato al regular la expresion de ligandos y citocinas coestimuladores por APC,
eventos que finalmente conforman las consecuencias de la activacion de células T. Los
PAMP vy las citocinas como la 1L12, producidas por las APC mismas, se consideran
adyuvantes naturales.

pamp de agentes patogenos

(o adyuvantes)

Otras fuentes
celulares de
citocinas

Citocinas

polarizantes | © ©
o

Citocinas

N — efectoras
Reguladores de
gen maestros

FIGURA 9. Eventos generales y factores que impulsan la polarizacién del subgrupo Th. La interaccion de agente
patégeno con receptores de reconocimiento de patrones (PRR) sobre células dendriticas y otras células inmunitarias vecinas
determina cudles citocinas polarizantes son producidas, y por ende, hacia cual subgrupo auxiliar T se diferenciara una célula
virgen. En general, las citocinas polarizantes que surgen a partir de células dendriticas u otras células vecinas interactian
con receptores de citocina y generan sefiales que inducen la transcripcion de reguladores de gen maestros. Estos reguladores
maestros, a su vez regulan la expresion de diversos genes, entre ellos los que codifican para citocinas efectoras, que definen
la funcién de cada subgrupo. Tomado y modificado de Kuby, 2013.

Cada subgrupo de célula T auxiliar es definido por una gama de caracteristicas. Algunas
generalizaciones proporcionan un marco conceptual Gtil para organizar algunos detalles.
Considere lo siguiente:

. Cada uno de los subgrupos de células auxiliares T principales se caracteriza por 1) un
juego de citocinas polarizantes distinto que induce la expresion de 2) un regulador de gen
maestro que regula la expresién de 3) un grupo caracteristico de citocinas efectoras que la
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poblacién de células T produce una vez que esta por completo diferenciada (figura 9 y tabla
3).

. El subgrupo efector en el cual una célula auxiliar activada se convierte depende de la
calidad y la cantidad de sefiales que su precursor celular virgen recibe desde APC en un
organo linfoide secundario; esa actividad, a su vez, depende de la naturaleza del agente
patégeno que la APC encontré en el sitio de infeccion.

. En términos generales, las células Thl y Thl7 regulan la inmunidad mediada por
células (células T CD8+ y macréfagos), y las células Th2 y Tth regulan lainmunidad humoral
(células B). Empero, es importante reconocer que todos los subgrupos de células T efectoras
CD4+ pueden tener el potencial de proporcionar ayuda a células B. Los subgrupos Thly
Th17 por lo general estimulan células B para que produzcan anticuerpos que contribuyen a
la inmunidad mediada por células (p. €j., isotipos como IgG2a que pueden “armar” células
NK para citotoxicidad). Las células Th2 estimulan a las células B para que produzcan
anticuerpos que median la eliminacion de agentes patdgenos extracelulares (p. €j., isotipos
como IgE que inducen la liberacién de moléculas que dafian paréasitos extracelulares).

. Los subgrupos de cé¢lulas T auxiliares a menudo se “regulan de manera cruzada” uno
aotro. Las citocinas que secretan tipicamente aumentan su propia diferenciacién y expansion,
e inhiben el compromiso hacia otras lineas de células T auxiliares. Esto es en particular cierto
del par Thly Th2, asi como del par Th17 y Treg.

. Las lineas de células auxiliares pueden no estar fijadas. Algunos subgrupos pueden
asumir el perfil de secrecion de citocina de otros subgrupos si quedan expuestos a un grupo
de citocinas diferente, particularmente en etapas tempranas del proceso de diferenciacion.

. La funcion bioldgica precisa y los sitios de diferenciacion y actividad de cada
subgrupo se siguen investigando de manera activa (Kuby, 2013).

De acuerdo con Lenin y colaboradores, en Inmunologia molecular, celular y traslacional, y
Owen y colaboradores, en Kuby. Inmunologia, se describen a continuacion los distintos
subtipos de linfocitos T CD4+:

THI.

Los linfocitos Thl son linfocitos CD3+CD4+ que expresan el fenotipo
IL12R+/JFNyR+/CXCR3+. Las citocinas polarizantes clave que inducen la diferenciacion
de células T virgenes hacia células Thl son IL12, IL18 e IFNy. La IL12 es producida por
células dendriticas después de un encuentro con agentes patdgenos por medio de PRR (p. €j.,
TLR4, TLR3). También es regulada en direccion ascendente en respuesta a IFNy, que es
generado por células T activadas y células NK activadas. La IL18, que también es producida
por células dendriticas, promueve la proliferacion de células Thl en desarrollo, y aumenta su
propia produccion de IFNy. Estas citocinas polarizantes desencadenan vias de emision de
sefiales que regulan en direccion ascendente la expresion del regulador de gen maestro TBet.
Dicho factor de transcripcion maestro induce compromiso hacia la linea Thl, lo cual induce
expresion de las citocinas efectoras Thl caracteristicas, entre ellas IFNy y TNF, en conjunto,
TNFa y B estimulan las células fagociticas de la respuesta inmunoldgica innata y las
respuestas citotoxicas. El IFNy es una citocina efectora en particular potente. Activa
macro6fagos, y estimula estas células para que aumenten la actividad microbicida; regula en
direccion ascendente la cifra de MHC clase 11 y, como se mencion0, secreta citocinas como
IL12, que aumentan mas la diferenciacion Thl. La secrecion de IFNy también induce cambio
de clase de anticuerpos en células B hacia clases 1gG (como 1gG2a en el ratdn) que apoyan
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la fagocitosis y la fijacion de complemento. Por ultimo, la secrecion de IFNy promueve la
diferenciacion de células TC por completo citotdxicas desde precursoras CD8+ al activar las
células dendriticas que se unen a células TC virgenes. Estos efectos combinados hacen que
el subgrupo Thl sea en particular idéneo para mostrar respuesta a infecciones virales y otros
agentes patogenos intracelulares. Del mismo modo que la diferenciacién del subgrupo Thl
es promovida por IL2 e [FNy.

TH2.

Los linfocitos Th2 son linfocitos CD3+ CD4+ que expresan el fenotipo IL-4R+/JL-
33R+/CCR4+. La diferenciacion hacia el subgrupo Th2 es promovida por una citocina
polarizante definitoria, la IL4. La exposicion de células T auxiliares virgenes a IL4 al
principio de una respuesta inmunitaria hace que se diferencien hacia células Th2. Despierta
interés que el desarrollo hacia Th2 es muy favorecido sobre el desarrollo hacia Thl. Incluso
en presencia de [FNy e IL12, las células T virgenes se diferenciaran hacia efectoras Th2 en
presencia de IL4. La IL4 induce la expresion del factor de transcripcion STAT6 y la proteina
de union a GATA3. Desencadena una via de emision de sefiales dentro de la célula T que
regula en direccion ascendente el regulador de gen maestro GATAZ3, que, a su vez, regula la
expresion de citocinas especificas para Th2, entre ellas 1L4, IL5, I1L10, IL9 e IL13. Las
células dendriticas no sintetizan 1L4, de modo que los mastocitos, los baséfilos y las células
NKT pueden ser inducidos para que sinteticen IL4 después de exposicién a agentes
patdgenos, y podrian influir sobre el destino de células T auxiliares en la periferia. Las células
B de centro germinal y las células Tfh también pueden producir IL4, que podria influir sobre
la polarizacion de células T auxiliares en los ganglios linfaticos y el bazo. Ademas, las células
Th2 mismas son una excelente fuente de IL4 adicional que puede aumentar eventos de
polarizacién. Con todo, los investigadores aln estan trabajando para identificar en definitiva
la fuente de la IL4 que inicia la polarizacién Th2 en tejidos linfoides secundarios. Las
citocinas efectoras producidas por células Th2 ayudan a eliminar infecciones parasitarias
extracelulares, incluso las causadas por helmintos. La IL4, la citocina efectora Th2
definitoria, actta tanto sobre células B como sobre eosinofilos. Induce diferenciacion,
activacion y migracion de eosindfilos, y promueve la activacion de células B y el cambio de
clase hacia IgE. Estos efectos actian de manera sinérgica porque los eosinéfilos expresan
receptores de IgE (Fc R) que, cuando estan unidos por enlaces covalentes, liberan mediadores
inflamatorios que son en particular buenos para atacar gusanos redondos. Asi, los anticuerpos
IgE pueden formar un puente entre el gusano y el eosindfilo, y unirse a antigenos de gusano
por medio de sus regiones variables y union a Fc R por medio de su region constante. Por
altimo, la IL4 misma puede suprimir la expansién de poblaciones de células Th1.

TH17.

Los linfocitos Th17 son linfocitos CD3+CD4+ y que expresan el fenotipo IL23R+/JL-
1R+/CCR6+. El descubrimiento del subgrupo Thl7 de células T, que, al igual que el
subgrupo Thil, esté involucrado en la inmunidad mediada por células, surgio en parte a partir
de un reconocimiento de que la IL12, una de las citocinas polarizantes que induce el
desarrollo hacia Thl, fue un miembro de una familia de citocinas que compartié una
subunidad (p40) con IL23. Las células Th17 son generadas cuando células T virgenes son
activadas en presencia de IL6 y de TGF, la citocina polarizante clave para la diferenciacion
iTreg. La IL23 también esta involucrada en la finalizacion del compromiso al destino Thl7,
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y es inducida en APC mediante interacciones con PAMP, que incluyen componentes de la
pared micoética, con TLR2 y el receptor de lectina tipo C (CLR) lectina-1. Al igual que la
diferenciacion de Thly Th2, la diferenciacion de células Th17 también esta controlada por
un regulador transcripcional maestro cuya expresion es inducida por citocinas polarizantes.
En este caso, el regulador maestro es el receptor de esteroide huérfano RORyt, que también
desempefia un papel en el desarrollo de células T. Las células Th17 se llaman asi porque
producen IL17A, una citocina asociada con respuestas inflamatorias y autoinmunitarias
cronicas, incluso las que dan lugar a enfermedad inflamatoria intestinal, artritis y esclerosis
maltiple. Las células Th17 son el tipo de célula inflamatoria dominante asociada con
trastornos autoinmunitarios crénicos. También producen IL17F e IL22, citocinas asociadas
con inflamacion de tejido. Hata ahora se ha empezado a entender la funcion fisioldgica
verdadera de las células Th17, que en humanos sanos se han encontrado en superficies
epiteliales (p. €j., pulmén e intestino) y quizd desempefien un papel en la evitacion de
infecciones micdticas e infecciones bacterianas extracelulares.

Células
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Estimulacion
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IL-6, IL-21 TGF-B, IL-2 TGF-B, IL-6 IL-4 IL-12, IFN-y
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FIGURA 10. Dinamica de diferenciacion de las células T. Las células naive, al ser estimuladas por su antigeno presentado
en el contexto de MHC I, podran, con el ambiente correcto de citocinas, diferenciarse hacia fenotipos Thl, Th2, Th17,
Treg o Tfh, sin embargo, en presencia de otras citocinas como IL6, IL12 o IL21 pueden llevar a una citocina aparentemente
ya comprometida de un fenotipo hacia otro. Tomado y modificado de Lenin, 2001.

TREG.

Los linfocitos Treg son linfocitos CD3+CD4+ que también expresan CD2S+CTLA-4+.
Pueden ser clasificados segn su origen en naturales; es decir, aquellos que obtienen el
fenotipo de Treg por instruccion desarrollada en el timo (Treg naturales; nTreg), o en los que
expresan el fenotipo de Treg por diferenciarse en sitios extratimicos en presencia de TGFp
(Treg inducidas; iTreg). A diferencia de otros linfocitos Th CD4+, los linfocitos Treg son
inmunomoduladores negativos y participan en el mantenimiento de la autotolerancia y la
homeostasis inmunoldgica. Se ha propuesto que las Treg controlan los aparentemente escasos
linfocitos T autorreactivos que no fueron eliminados en el timo. La activacion de estos
linfocitos requiere de TGFf e IL10, y del contacto directo por medio del CTLA4 (del inglés
Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4, o antigeno 4 del linfocito T citotoxico). Sin
embargo, no todos los linfocitos Treg dependen de las mismas condiciones ya que, por
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ejemplo, a pesar de que en los linfocitos iTreg es indispensable la presencia del TGFp, al
parecer en las nTreg no. El TGFp induce expresion de FoxP3, el regulador transcripcional
maestro del cual depende el compromiso de iTreg. Las células iTreg secretan las citocinas
efectoras IL10 y TGF, que regulan en direccion descendente la inflamacion por medio de
sus efectos inhibidores sobre APC, y pueden ejercer también su funcion supresora al
interactuar de manera directa con células T. Como ya se dijo, para este tipo de linfocitos, el
factor de transcripcion Foxp3 es reconocido como el regulador maestro para su funcion y
diferenciacion. Aunque algunos investigadores proponen que las funciones inhibitorias de
estos Treg dependen de la inhibicion en la transcripcion de 1L2, al parecer se requiere que
esto sea algunas horas después de que los linfocitos T efectores se activaron, ya que también
dependen de IL2 para proliferar.

La clasificacion de los diferentes linfocitos Th CD4+ ha sido de utilidad para comprender la
manera en que modulan o potencian la respuesta inmunoldgica. Sin embargo, dichos subtipos
funcionales de linfocitos no son estados estaticos e inmodificables como se pensaba cuando
se describieron. De hecho, hoy en dia se aplica el concepto de plasticidad de la respuesta Th
que, segun propone el modelo presentado en la figura 11 vuelve mas dindmicas, complejas e
interesantes estas respuestas de microambientes de citocinas que favorecen uno u otro tipo
de respuesta inmunoldgica. Multiples evidencias apuntan a que estos procesos dindmicos o
flexibles de diferenciacion Th son mas fisiologicos, lo que contradice la desafortunada idea,
imperante durante algin tiempo, de que los ambientes de citocinas son un evento finalista
que condena a los leucocitos a comprometerse a un tipo de respuesta (el modelo monolitico
de William E. Paul, profesor distinguido de los Institutos Nacionales de Salud-NIH de
Estados Unidos). Una de las méas peligrosas consecuencias de este tipo de pensamiento
finalista es que, para controlar en forma terapéutica estas respuestas, se deben utilizar
farmacos anticitocinas. Asi, se debe tener cuidado en los esfuerzos por antagonizar alguna de
estas vias, ya que, como se muestra en la figura 11 los factores de transcripcion, que en algun
momento se creyeron restringidos a direccionar el destino de las Th, en realidad parecen
formar parte de vias de diferenciacion comunes que se direccionan segin mdaltiples
condiciones.

Células Flexibilidad y
naive plasticidad

CD4'T

iTreg

FoxP3 o

T-bet Seea-
Foxp3

FIGURA 11. Diferentes factores de transcripcion participan en la diferenciacion Th. Después de la activacion de la
célula naive CD4+, se expresan los factores de transcripcion caracteristica de Thl (T-bet), Th2 (Gata-3). Th17 (RorYt),
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iTreg (Foxp3) y Tth (Bcl-6). Sin embargo, como lo sugieren las lineas punteadas, estas células pueden cambiar su fenotipo
de activacion. Tomado y modificado de Lenin, 2001.

REGULACION CRUZADA DE TH1 Y TH2.

Las principales citocinas efectoras producidas por los subgrupos Thl y Th2 (IFNy e IL4,
respectivamente) no sélo influyen sobre la respuesta inmunitaria general, sino también sobre
los subgrupos de células T auxiliares. En primer lugar, promueven el crecimiento (y en
algunos casos incluso la polarizacion) del subgrupo que las produce; en segundo lugar,
inhiben el desarrollo y la actividad del subgrupo opuesto, efecto que se conoce como
regulacion cruzada. Por ejemplo, el IFNy (secretado por el subgrupo Thl) inhibe la
proliferacion del subgrupo Th2, y la IL4 (secretada por el subgrupo Th2) regula en direccion
descendente la secrecion de 1L12 por APC, lo que inhibe la diferenciacion hacia Thl.
Ademas, la IL4 aumenta el desarrollo de células Th2 al hacer a las células Th menos
susceptibles a las sefiales de citocina promotoras de Thl (y viceversa). De modo similar,
estas citocinas tienen efectos opuestos sobre células blanco que no son subgrupos Th. En
ratones, donde los subgrupos Thl y Th2 se han estudiado de manera mas extensa, las
citocinas tienen efectos distintos sobre el tipo de anticuerpo sintetizado por células B. E1 IFNy
secretado por el subgrupo Thl promueve la produccion de 1gG2a por células B, pero inhibe
laproduccién de IgG1y de IgE. Por otro lado, la IL4 secretada por el subgrupo Th2 promueve
la produccion de 1gG1 e IgE, y suprime la produccion de 1gG2a. Asi, estos efectos sobre la
produccién de anticuerpos son congruentes con las tendencias generales de los subgrupos
Thly Th2 a promover la inmunidad mediada por células en contraposicion con la humoral,
respectivamente. La IL10 secretada por células Th2 también inhibe (regula de manera
cruzada) el desarrollo de células Thl, pero no de manera directa. En lugar de eso, la IL10
actlia sobre monocitos y macréfagos, e interfiere con su capacidad para activar el subgrupo
Th1 al abolir su activacion, de modo especifico al 1) inhibir la expresion de moléculas de
MHC clase 11, 2) suprimir la produccion de metabolitos bactericidas (p. ej., 6xido nitrico) y
diversos mediadores inflamatorios (p. €j., IL1, IL6, IL8, GM-CSF; G-CSF y TNFp), e incluso
al 3) inducir apoptosis. Los reguladores maestros Thet y GATA3 también desempefian un
papel importante en la regulacion cruzada (figura 12). De manera especifica, la expresion de
Thet impulsa a las células a diferenciarse hacia células Thl y suprime su diferenciacion a lo
largo de la via Th2. La expresion de GATAS3 hace lo opuesto; promueve el desarrollo de
células T virgenes hacia células Th2, mientras que suprime su diferenciacion hacia células
Thl. En consecuencia, las sefiales de citocina que inducen uno de estos factores de
transcripcion ponen en marcha una cadena de eventos que reprimen el otro (Kuby, 2013).
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FIGURA 12. Regulacién cruzada de subgrupos de células auxiliares T por reguladores transcripcionales. GATA3 y
Thet regulan de manera reciproca la diferenciacion de las lineas Thl y Th2. La IL12 promueve la expresion del factor de
transcripcion definitorio de Th1, Tbet, que induce la expresion de citocinas efectoras Th1, incluso IFNy. Al mismo tiempo,
Thet reprime la expresion del regulado transcripcional maestro definitorio de Th2, GATAS3, asi como la expresion de las
citocinas efectoras 1L4 e IL5. De manera reciproca, la IL4 promueve la expresion de GATAS3, que regula en direccién
ascendente la sintesis de IL4 e ILS, y al mismo tiempo reprime la expresion de Tbet y la citocina efectora Thl, IFNy.
Tomado y modificado de Kuby, 2013.
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FIGURA 13. Subconjuntos polarizados de células T CD4+. Cada subconjunto de células T CD4+ puede definirse por
sus distintas capacidades para detectar (rojo), programar (naranja) y funcinar (azul) en el control de patégenos especificos
0 patologias inmunes. Se muestran las citocinas inductivas, los factores de transcripcion polarizantes y los receptores de
citocinas o quimiocinas que son caracteristicos de cada subconjunto, junto con su asociacién con formas especificas de
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defensa inmune. AHR, receptor de hidrocarburo de arilo; BATF, factor de transcripcion activador de células B; BCLS,
linfoma de células B6; CCR, receptor de quimiocina CC; CD40L, ligando CD40; CTLAA4, antigeno 4 de linfocitos T
citotoxicos; CXCR, receptor de quimiocina CXC; EOMES, eomesodermina; FOXO, caja de horquilla O; FOXP3, caja de
horquilla P3; GATA3, proteina de unién a GATA 3; GFII, factor de crecimiento independiente 1; HIF 1a, factor inducible
por hipoxia la; ICOS, coestimulador inducible de células T; IFNy, interferon-y; IL, interleucina; IRF4, factor regulador de
interferon 4; MAF, factor activador de macr6fagos; NR4A, receptor nuclear 4A; PD1, muerte celular programada 1; célula
pTreg, célula T reguladora derivada periféricamente; RAR, receptor de 4cido retinoico; ROR, receptor huérfano relacionado
con el receptor de acido retinoico; RUNX3, factor de transcripcion relacionado con la ejecucion 3; SHM, hipermutacion
somatica; STAT, transductor de sefial y activador de transcripcion; TCF1, factor 1 de células T; TCR, receptor de células
T; Tth, T ayudante folicular; TGFp, factor de crecimiento transformante ; TH, T ayudante; Célula Treg, célula T
reguladora; célula TReg, célula T reguladora derivada del timo. Tomado y modificado de DuPage, 2016.

REGULACION CRUZADA DE TH17 Y TREG.

El TGFp induce diferenciacion Treg; no obstante, cuando se acompaiia por IL6, el TGFf
induce diferenciacion hacia Th17. De manera especifica, el TGFP parece regular en direccion
ascendente tanto FoxP3 como RORy (que controlan la diferenciacion de Treg y Thl7,
respectivamente). En combinacion con sefiales generadas por IL6, las sefiales generadas por
TGFp inhiben la expresion de FoxP3, lo que permite que RORy domine e induzca el
desarrollo Th17. Larelacion Th17 en contraposicidn con iTreg puede ser muy adaptativa. En
reposo, un organismo sano puede favorecer el desarrollo de una poblacién iTreg
antiinflamatoria, que seria reforzada por la producciéon propia de células iTreg de TGFp.
Empero, la inflamacién induciria la generacién de proteinas de respuesta aguda, incluso IL6.
En presencia de IL6, la actividad de TGFp cambiaria el desarrollo de células T desde iTreg
hacia las células Th17 proinflamatorias, de modo que podria montarse una defensa apropiada
(Kuby, 2013).

LAS CELULAS T AUXILIARES QUIZA NO QUEDEN COMPROMETIDAS DE MANERA
IRREVOCABLE A UNA LINEA.

A etapas tempranas de la diferenciacion, al menos, las células auxiliares deben ser capaces
de cambiar su compromiso y producir la o las citocinas caracteristicas de otro subgrupo. Por
ejemplo, cuando quedan expuestas a IL12, células Th2 jovenes pueden ser inducidas a que
expresen la citocina de célula Th1 caracteristica, IFNy. Células Th1 jovenes también pueden
ser inducidas para que expresen la citocina de Th2 caracteristica, IL4, en condiciones
polarizantes hacia Th2. Despierta interés que las células Thl y Th2 parecen incapaces de
adoptar caracteristicas de Th17 o iTreg. Por otro lado, las células Thl7 e iTreg son mas
flexibles y pueden adoptar los perfiles de expresidn de citocinas de otros subgrupos, incluso
Thl y Th2. El subgrupo Th17 tal vez sea la linea mas inestable o “plastica”, y puede ser
inducido para que exprese IFNy e IL4, dependiendo de la informacion que proviene del
ambiente. Algunas células iTreg también pueden ser inducidas para que expresen IFNy, y
algunas pueden ser redirigidas hacia un fenotipo Th17 si quedan expuestas a IL6 y TGFp.
Esta fluidez entre subgrupos dificulta establecer en definitiva la independencia de lineas de
células auxiliares. De hecho, algunos de los subgrupos que estan surgiendo pueden ser
variantes de subgrupos Thl, Th2, Th17 e iTreg que han quedado expuestos a otros ambientes
polarizantes (Kuby, 2013).

MEMORIA DE CELULAST.

La activacion de células T da lugar a un incremento repentino y acentuado de la proliferacion,
generacion de células efectoras, y después una contraccion notoria del nimero de células. Al
menos 90% de las células efectoras muere por apoptosis después de que el antigeno es
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eliminado y deja una poblacién importante de células T de memoria especificas para
antigeno. Las células T de memoria por lo general son de vida prolongada y quiescentes, pero
muestran respuesta con reactividad aumentada a una exposicion subsiguiente al mismo
antigeno. Esta respuesta inmunitaria secundaria es tanto mas rapida como mas robusta y, por
ende, més eficaz que una respuesta primaria. Hasta hace poco tiempo, las células de memoria
eran dificiles de distinguir de las células T efectoras y las células T virgenes por medio del
fenotipo, y durante algun tiempo fueron definidas mejor con base en su funcién. Al igual que
las células T virgenes, casi todas las células T de memoria estan reposando en la etapa GO
del ciclo celular, pero parecen tener requerimientos menos estrictos para activacion que las
células T virgenes. Por ejemplo, las células T virgenes son activadas de manera casi exclusiva
por células dendriticas, mientras que las células T de memoria pueden ser activadas por
macrdfagos, células dendriticas o células B. Las celulas de memoria expresan diferentes
patrones de moléculas de adhesion, y receptores coestimuladores, de superficie, que les
permiten interactuar con eficacia con un espectro mas amplio de APC. También parecen ser
mas sensibles a estimulacidn, y responden con mayor rapidez. Esto quiza se deba en parte a
su capacidad para regular la expresion de gen mas facilmente debido a diferencias en la
organizacion epigenética que ocurrieron durante su formacién. Por altimo, las células de
memoria muestran patrones de recirculacion que difieren de los de células T virgenes o
efectoras. Algunas permanecen durante periodos prolongados en el ganglio linfatico y otros
organos linfoides secundarios, en tanto que otras viajan hacia tejidos inmunitarios terciarios
donde ocurrié la infeccion original, y permanecen en los mismos, en anticipacion de la
posibilidad de otra infeccion con el antigeno al cual son especificas. Conforme la capacidad
para identificar diferentes proteinas de superficie celular mejoro, también ha mejorado la
capacidad para identificar subpoblaciones de células de memoria y distinguirlas. Ahora se
distinguen ampliamente dos subgrupos de células T de memoria, las células T de memoria
centrales (TCM) y las células T de memoria efectoras (TEM), con base en su ubicacion, sus
patrones de expresion de marcadores de superficie y, hasta cierto grado, su funcion (Kuby,
2013)

LAS CELULAS T VIRGENES, EFECTORAS Y DE MEMORIA DESPLIEGAN AMPLIAS
DIFERENCIAS DE LA EXPRESION DE PROTEINA DE SUPERFICIE.

Se han usado tres marcadores de superficie para distinguir ampliamente entre células T
virgenes, efectoras y de memoria: CD44, que aumenta en respuesta a sefiales de activacion;
CD62L, una proteina de adhesion, y CCR7, un receptor de quimiocina. Tanto CD62L como
CCRY7 estan involucradas en la vuelta hacia 6rganos linfoides secundarios. Las células T
virgenes expresan cifras bajas de CD44, lo que refleja su estado inactivado, y cifras altas de
la molécula de adhesion CD62L, que las dirige hacia el ganglio linfatico o el bazo. En
contraste, las células T auxiliares y citotoxicas efectoras tienen el fenotipo reciproco.
Expresan cifras altas de CD44, lo cual indica que han recibido sefiales de TCR, y cifras bajas
de CD62L, lo cual evita que recirculen hacia tejido linfoide secundario; ello les permite
sondear a fondo sitios de infeccidn en la periferia. Ambos tipos de células T de memoria
también expresan CD44, lo cual indica que son experimentadas en cuanto a antigeno (esto
es, han recibido sefiales por medio de su TCR). Al igual que las células T virgenes, las células
de memoria centrales (TCM) expresan CD62L y el receptor de quimiocina, CCR7,
congruente con su residencia en érganos linfoides secundarios. Las células de memoria
efectoras (TEM), que se encuentran en diversos tejidos, pueden expresar cifras variables de
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CD62L dependiendo de su ubicacién; sin embargo, no expresan CCR7, lo cual refleja sus
viajes por tejidos no linfoides y residencia en los mismos. Las TCM y TEM se distinguen
por su ubicacién y compromiso hacia funcion efectora

Una pequefia proporcién (< 10%) de la progenie de una célula virgen que ha proliferado de
manera robusta en respuesta a antigeno se diferencia hacia células TCM y TEM. En general,
estos dos grupos se distinguen por dénde residen, asi como por su magnitud de compromiso
hacia un destino de célula efectora especifico. En general, las células TCM residen en tejidos
linfoides secundarios y viajan entre los mismos. Viven mas tiempo y tienen la capacidad de
pasar por mas divisiones que sus homdlogas TEM. Cuando vuelven a encontrar su agente
patdgeno cognado en tejido linfoide secundario, son activadas con rapidez y tienen la
capacidad para diferenciarse hacia diversos subtipos de células T efectoras, dependiendo del
ambiente de citocina. Por otro lado, las células TEM viajan hacia tejidos terciarios (incluso
piel, pulmon, higado e intestino) y entre los mismos. Podria decirse que se encuentran en una
mejor situacion para contribuir a la primera linea de defensa contra reinfeccion porque ya se
han comprometido a una linea efectora durante la respuesta primaria, y muestran sus
funciones efectoras con bastante rapidez luego de reactivacién por su agente patdgeno
cognado. Es importante notar que algunas de estas generalizaciones pueden no resistir el
escrutinio cientifico; por ejemplo, algunos investigadores refutan la distincion definitiva
entre células TCM y TEM, y recalcan la diversidad y el continuo de variaciones entre estos
subtipos (Kuby, 2013).

SENALES QUE INDUCEN COMPROMISO HACIA CELULA DE MEMORIA

La mayoria de los investigadores concuerda en que la ayuda de células T es crucial para
generar memoria duradera. Por ejemplo, las células T CD8+ pueden ser activadas en ausencia
de ayuda de células T CD4+, pero este evento de activacion “sin ayuda” no da células T
CDB8+ de memoria de vida prolongada. Aun se esta investigando la importancia relativa de
otras variables en el impulso del desarrollo de memoria. Si bien se crey6 que la intensidad de
union a receptor de célula T es un factor en el compromiso hacia células de memoria, datos
recientes sugieren que incluso las interacciones de baja afinidad pueden generar células T de
memoria. Sin embargo, todos los estudios parecen concordar con el reconocimiento de que
a mayor proliferacion que una respuesta suscite, mejor sera el fondo comun de memoria
(Kuby, 2013).

CITOCINAS

Las citocinas son moléculas que median la comunicacion intercelular, lo mismo que las
hormonas y los neurotransmisores. La accion que ejercen por lo general se asocia con la
regulacion del crecimiento y la diferenciacién, activacion y respuesta de poblaciones
celulares directa o indirectamente relacionadas con la respuesta inmunoldgica. También son
muy importantes en la regulacion de la hematopoyesis, los procesos de cicatrizacion y el
reclutamiento de poblaciones leucocitarias. (Lenin, 2001).

Las citocinas se unen a receptores especificos sobre las membranas de céelulas blanco, y
desencadenan vias de transduccion de sefial que finalmente alteran la actividad enzimatica y
la expresion génica (figura 14). La susceptibilidad de una célula blanco a una citocina
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particular esta determinada por la presencia de receptores de membrana especificos.
Las citocinas regulan la intensidad y la duracion de la respuesta inmunitaria al estimular o
inhibir la activacion, proliferacion, o diferenciacion (o varios de estos factores a la vez) de
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FIGURA 14. Perspectiva general de la induccion de citocina y la funcion de las mismas. Un estimulo inductor,
que puede ser un antigeno u otra citocina, interacttia con un receptor sobre una célula y la induce a secretar citocinas
que, a su vez, actiian sobre receptores de una segunda célula, lo que desencadena una consecuencia biolégica. En el
caso de IL2, ambas células pueden ser células T activadas por antigeno que secretan IL2, que actiia tanto sobre la
célula secretora como sobre células T activadas vecinas. Tomado y modificado de Kuby, 2013.

diversas células, al regular la secrecion de otras citocinas o de anticuerpos, o en algunos casos
al, en realidad, inducir muerte celular programada en la célula blanco. Ademas, las citocinas
pueden modular la expresion de diversos receptores de superficie celular para quimiocinas,
otras citocinas o incluso para si mismas. De este modo, las citocinas secretadas por incluso
un namero pequefio de linfocitos activados por antigeno pueden influir sobre la actividad de
muchos tipos diferentes de células involucradas en la respuesta inmunitaria. Las citocinas
muestran los atributos de pleiotropia, redundancia, sinergismo, antagonismo e induccién de
cascada (figura 15), que les permiten regular la actividad celular de una manera coordinada
e interactiva. Algunas citocinas tienen un efecto potenciador, o sinérgico, que es resultado
del efecto combinado de dos 0 més de ellas y que produce un efecto biolégico mayor que la
suma de los efectos individuales de cada una. Por el contrario, ciertas citocinas ejercen un
efecto inhibidor o antagonista sobre el efecto bioldgico y/o la produccion de otras citocinas.
El efecto de las citocinas suele darse en distintos tipos celulares e induce mdaltiples y
diferentes efectos bioldgicos; este fendmeno se denomina pleiotropismo. Por su parte, varias
citocinas pueden inducir el mismo efecto sobre una poblacion celular, accion llamada
redundancia. Cuando la accion de las citocinas se ejerce sobre la misma célula que la sintetiza
y secreta se habla de un efecto autocrino; cuando, por el contrario, se ejerce sobre células
diferentes pero cercanas a la célula que las sintetiza y secreta, se le llama efecto paracrino, y
si las citocinas se producen en gran cantidad, pueden ingresar al torrente sanguineo y actuar
en sitios lejanos, se dice que presentan un efecto endocrino (Lenin, 2001). La induccion de
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cascada ocurre cuando la accion de una citocina sobre una célula blanco induce a esa célula
para que produzca una 0 mas citocinas adicionales (kuby, 2013) .
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cascada. Tomado y modificado de Kuby, 2013.
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Las interacciones mediadas por citocinas también estan reguladas por la comunicacién
intracelular que depende de la transduccion de sefiales por medio de receptores. Estos, a su
vez, son finamente regulados por su estructura terciaria, que depende del numero y la clase
de dominios extracelulares, transmembranales o citoplasmaticos.

La accion de las citocinas, ya sean las interleucinas o las quimiocinas, inicia al unirse al
receptor especifico que expresan todos los leucocitos y muchas otras células.

Los receptores de membrana para citocinas se agrupan en cinco grandes familias establecidas
por sus homologias estructurales, que se expresan de forma extracelular y median la
internalizacion de las sefiales inducidas por las citocinas. Se trata de la superfamilia de las
inmunoglobulinas o familia ILL/TLR (p. ej., IL1R); la familia de receptores de
hematopoyetinas, tambien Ilamados receptores de citocinas tipo 1 (como IL-2R); la familia
de receptores de interferones conocidos como receptores de citocinas tipo 2 (p. ¢j., IFNyR);
la familia de receptores del TNF, o factor de crecimiento tumoral (p. €j., TNFaR y CD40R),
y la familia de receptores de quimiocinas (como IL8) (Lenin, 2001).

Si bien diversas ceélulas pueden secretar citocinas que dan instrucciones al sistema
inmunitario, los principales productores son células Th, células dendriticas y macrofagos.
Las citocinas liberadas a partir de estos tipos de células son capaces de activar redes enteras
de células que interacttan (figura 16). Entre las muchas respuestas fisioldgicas que requieren
la participacion de citocinas estan la generacién de respuestas inmunitarias celulares y
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humorales, la induccion de la respuesta inflamatoria, la regulacion de la hematopoyesis y la
cicatrizacion de heridas (Kuby, 2013).
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FIGURA 16. Las células del sistema inmunitario estin sujetas a control por una red de acciones de citocinas. Tomado
y modificado de Kuby, 2013.

IMPORTANCIA DE LAS CITOCINAS EN LA ACTIVACION DE SUBPOBLACIONES DE
CELULAS T ESPECIFICAS.

Las células T auxiliares (cooperadoras) pueden clasificarse en subpoblaciones, cada una de
las cuales se encarga de apoyar un grupo diferente de funciones inmunitarias. Por ende, la
diferenciacion y actividad de cada subpoblacion de células T distintiva son apoyadas por la
union de diferentes combinaciones de citocinas a receptores de superficie de célula T; cada

combinacion de citocina induce su propia gama caracteristica de sefiales intracelulares, y
envia a la célula T auxiliar por una via de diferenciacion particular.

RECEPTORES Y MOLECULAS DE ADHESION EN LA ACTIVACION CELULAR.

La capacidad de las citocinas para activar casi todos los miembros de subpoblaciones de
células inmunitarias particulares, si no es que todos, parece estar en conflicto con la
especificidad establecida del sistema inmunitario. Para que una célula responda a una
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molécula emisora de sefiales, debe expresar receptores para esa moléculay, asi, la capacidad
de respuesta a una sefial molecular puede ser controlada mediante expresion de receptor de
sefial. Por ejemplo, la estimulacion de una célula T por antigeno induce alteraciones en la
expresion de receptores de citocina en la superficie de la célula T; por ende, la recepcion de
sefiales de quimiocina por medio de estos receptores instruye solo a las células que
previamente han sido activadas por antigeno a migrar hacia ganglios linfaticos cercanos o
hacia el bazo. Ademas, los cambios, inducidos por activacién, en las moléculas de adhesion
que se expresan sobre la membrana celular aseguran que las células estimuladas migren
hacia, y después permanezcan en, la ubicacion mas idonea para su funcién. La activacion de
célula T por antigeno también regula en direccion ascendente la expresion de los receptores
para citocinas que proporcionan sefiales proliferativas, como IL2, y para citocinas que
participan en la diferenciacion, como IL4. De esta manera, después del encuentro con
antigeno, solo las células T que han sido activadas por antigeno estdn preparadas para
reubicarse y para recibir las sefiales para la proliferacion y diferenciacion que necesitan para
funcionar como una célula efectora inmunitaria madura. Este patrén de alteracion inducida
por activacion en la expresion de moléculas de adhesion, receptores de quimiocina y
receptores de citocina en la superficie celular es una estrategia comdn empleada por el
sistema inmunitario (Kuby, 2013)

INTERLEUCINAS.

IL1

La IL1 participa en la diferenciacion de linfocitos T naive hacia los diferentes perfiles.
También influye en la diferenciacion de los linfocitos Treg que son CD4+CD2S+FoxP3+
seleccionados en el timo y los Treg tipo 1 (TRL) que son inducidos. En algunos casos actdan
sobre algunas poblaciones de linfocitos TYB, linfocitos B productores de IL10, células NK
productoras de 1L10, células dendriticas y macrdfagos. (Lenin, 2001).

Las citocinas de la familia de la interleucina-1 (IL1) tipicamente son secretadas en etapas
muy tempranas de la respuesta inmunitaria por células dendriticas y monocitos o macréfagos.
La secrecién de IL1 es estimulada por reconocimiento de antigenos virales, parasitarios o
bacterianos por receptores inmunitarios innatos. Los miembros de la familia IL1 por lo
general son proinflamatorios, lo que significa que inducen un incremento de la permeabilidad
capilar en el sitio de secrecién de citocina, junto con amplificacion de la magnitud de la
migracion de leucocitos hacia los tejidos infectados. Ademas, la IL1 tiene efectos sistémicos
(en todo el organismo), y emite sefiales hacia el higado para que produzca proteinas de fase
aguda, como los interferones tipo I (IFN a y B), IL6, y la quimiocina CXCLS. Estas proteinas
inducen mas efectos protectores mudltiples, incluso la destruccion de RNA viral y la
generacion de una respuesta de fiebre sistémica (que ayuda a eliminar muchas cepas de
bacterias sensibles a la temperatura). La IL1 también activa células tanto T como B en el
momento de la induccidn de la respuesta inmunitaria adaptativa.

IL2

La IL2 promueve la proliferacién de linfocitos activados al aumentar la produccién de
ciclinas, la expresion de Fos y de Myc, ademas de disminuir la produccion de inhibidores del
ciclo celular. También inhibe la apoptosis al favorecer la sintesis de Bcl-2 y Bcl-xL; induce
la secrecion de otras citocinas; limita la expansién de células linfoides mediante la expresion
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de Fas y FasL, asi como la disminucion de la expresion de FLIP y promueve la tolerancia
periférica. La IL2 es secretada por linfocitos Th CD4+y Te CDS+y, en conjunto con la IL15,
es esencial para la diferenciacion de linfocitos T naive en Treg. La IL2 es una citocina que
también funciona como factor de crecimiento de linfocitos B, estimula la sintesis de
anticuerpos y promueve la proliferacion y diferenciacion de las células NK para aumentar su
funcion citolitica. Es la mediadora de la proliferacion de linfocitos T activados, estimula el
crecimiento, y la diferenciacion y sobrevida de linfocitos Tc CD8+ antigeno especificos.
Asimismo, es necesaria para los procesos de memoria, desarrollo y el reconocimiento de lo
no propio por parte de los linfocitos T, y ademas actia como mediador de la proliferacion y
expansion clonal de linfocitos Th2 e inhibe la diferenciaciéon de linfocitos Th17 (Lenin,
2001).

IL4

La IL4 es una citocina altamente pleiotrépica que regula los procesos alérgicos y las
respuestas protectoras contra helmintos y otros parasitos extracelulares. Ademas de inducir
la diferenciacion de linfocitos Th CD4 + a linfocitos Th2, induce la expresion de moléculas
de MHC I y Il en linfocitos B. Es un factor autocrino de los linfocitos Th2 durante su
maduracion. En concentraciones elevadas, la IL4 bloguea la generacion de linfocitos Thil,
estimula la proliferacion de los linfocitos B y su maduracion a células plasmaéticas, aumenta
la produccidn de IgE, bloquea la generacion de linfocitos Treg Foxp3+ inducidos por TGF-
B, induce la diferenciacion hacia linfocitos Th9 en combinacién con TGF-f, ya que aumenta
la expresion de GATAS, ademas de inhibir la diferenciacion de linfocitos Th17 (Lenin,
2001).

IL6

La IL6 es una citocina pleiotropica que esta relacionada con multiples procesos de regulacion
inmunoldgica, respuesta de fase aguda, hematopoyesis e inflamacion. Es producida por
diferentes poblaciones celulares en respuesta a la IL1, la IL17 o el TNFa durante la
inflamacion sistémica. Dirige la activacién y el trafico de leucocitos, asi como la produccién
de proteinas de fase aguda por los hepatocitos. Inicia, junto con la IL4, la maduracién de
linfocitos Th2 a partir de linfocitos T naive. En concentraciones elevadas bloquea la
generacion de linfocitos Th1l a partir de linfocitos T naive y, al igual que la IL4, promueve la
proliferacion de linfocitos T, la diferenciacion de linfocitos B hacia células plasmaticas,
favorece junto con la IL23 la transformacion de linfocitos Treg y linfocitos T naive en
linfocitos Th17, sinergiza con la IL15 para estimular la proliferacion y la actividad citotoxica
de linfocitos Tc CD8+. Ademas, es esencial para inducir la diferenciacion de los linfocitos
Tfh y aumentar la expresion de IL9 por linfocitos Th9, y es una citocina esencial en la
activacion del factor de transcripcion RORyt de los linfocitos Th17 responsables de la
produccion de IL17. La IL6 también regula la diferenciacién de macrofagos, e inhibe la
sintesis de IL11 (Lenin, 2001).

IL10

La IL10 regula muchos aspectos de la respuesta inflamatoria; se le considera la citocina
antiinflamatoria por excelencia y es secretada por numerosos leucocitos. Su funcién
primordial es limitar la produccién de citocinas y quimiocinas inducidas por ligandos de TLR
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en macrofagos y células dendriticas. Aumenta la proliferacion de linfocitos B, es un
autorregulador de la activacion de linfocitos Thl, suprime la proliferacion y la produccion
de citocinas en todos los linfocitos T, inhibe la secrecion de citocinas e IFNY por linfocitos
Th1, macréfagos y células dendriticas, aumenta la expresion de IL9 por linfocitos Th9y, en
consecuencia, se asocia con respuestas inflamatorias de alergia- Ademas, inhibe la secrecion
de IL12 por macrofagos y células dendriticas. Una de sus funciones es limitar el grado de
infiltracion de leucocitos en las zonas de inflamacion, ademas de disminuir la expresion de
moléculas del MHC Il y de moléculas coestimuladoras, como CD2, CD2S e ICOS en
macréfagos y monocitos, ademas de inhibir la expresion de citocinas como la IL1a, IL1J,
IL6, IL12, IL18, GM-CSF, G-CSF y TNFa (Lenin, 2001).

IL12

Se relaciona con el desarrollo y el mantenimiento de linfocitos Thl al inducir la produccion
de IFNY y las células NK. Favorece la expresion del receptor para IL18, que es una citocina
que sirve como cofactor de la IL12 para inducir el desarrollo de linfocitos Thl, en oposicién
a la IL4 que inhibe la expresion del receptor para IL12 e inhibe el desarrollo de estos
linfocitos. Las acciones opuestas del IFNY y la IL4 pueden ser la piedra angular de la
diferenciacion de los linfocitos T naive en Th1l o Th2. Promueve la sobreviday el crecimiento
de los linfocitos Th1l e inhibe la formacién de los linfocitos Th2. La IL12 activa de manera
indirecta la actividad antitumoral de macréfagos y promueve la actividad citolitica de las
células NK. Aumenta la produccion de IFNY' y la produccion de IL12 por células dendriticas,
creando una retroalimentacion positiva. Se le considera una de las citocinas proinflamatorias
por excelencia. (Lenin, 2001).

IL21

La IL21 regula el balance en la produccién de los diferentes isotipos de anticuerpos al
controlar la proliferacion y la apoptosis de los linfocitos B, asi como su diferenciacion en
células plasmaticas en los centros germinales. Aumenta la proliferacion y la actividad de
linfocitos Tc CD8+, de células NK y de linfocitos NKT; en estos ultimos aumenta la
produccion de IL4, 1L13 y granzima B. Actla como factor de crecimiento autocrino para
inducir y mantener la diferenciacion de los linfocitos Tfh, y también para su sobrevida, e
incrementa la expresion de IL9 por linfocitos Th9. Junto con la IL7 y la IL15, ejerce un efecto
sinérgico para favorecer la expansion de los linfocitos Te CD8+. Refuerza la generacion de
células NK en ausencia de cantidades suficientes de IL2 o IL15 (Lenin, 2001).

INTERFERONES.

Los interferones tipo | estdn compuestos de interferones a, una familia de alrededor de 20
proteinas relacionadas, e interferon B que son secretados por macrofagos activados y células
dendriticas, asi como por células infectadas por virus. Los interferones o y  también son
secretados por células infectadas por virus después del reconocimiento de componentes
virales por receptores de reconocimiento de patrones ubicados sea en la superficie celular o
dentro de la célula. Los PRR intracelulares pueden interactuar con acidos nucleicos derivados
de virus o con particulas virales que han sido objeto de endocitosis. Los interferones tipo |
secretados a continuacion interactian a su vez con receptores de interferon unidos a
membrana sobre las superficies de muchos tipos de células. Los resultados de su interaccion
incluyen la induccidn de ribonucleasas que destruyen RNA viral (y celular), y el cese de la
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sintesis de proteina celular. De este modo, los interferones evitan que las células infectadas
por virus se repliquen, y que sinteticen nuevas particulas virales. Con todo, en forma
simultanea inhiben funciones celulares normales y destruyen células infectadas por virus, de
modo que la infeccion no pueda diseminarse. Los interferones tipo | son dimeros de
polipéptidos de 18 a 20 kDa, con estructura predominantemente helicoidal, y algunos
miembros de esta familia estan naturalmente glucosilados. El interferdn tipo I, por lo deméas
conocido como interferdn vy, es producido por células T activadas y NK, y se libera como un
dimero. El interferén y es un poderoso modulador de la respuesta inmunitaria adaptativa;
sesga el auxilio de células T hacia el tipo Thl, e induce la activacién de macréfagos, con
destruccion subsiguiente de cualesquiera agentes patdgenos intracelulares, y la
diferenciacion de células T citotoxicas. Los tres interferones aumentan la expresion de
proteinas del complejo MHC sobre la superficie de células, lo que incrementa sus
capacidades de presentacion de antigeno (Kuby, 2013).

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL.

La familia de citocinas factor de necrosis tumoral (TNF) regula el desarrollo, la funcién
efectora y la homeostasis de células que participan en los sistemas esquelético, neuronal e
inmunitario, entre otros. Las citocinas de la familia del TNF pueden ser solubles o estar
unidas a membrana. Las citocinas relacionadas con el TNF son poco comunes por cuanto
suelen estar firmemente ancladas en la membrana celular. Por lo general son proteinas
transmembrana tipo 2 con una region N terminal intracitoplasmatica corta, y una region C
terminal extracelular mas larga. La region extracelular tipicamente contiene un dominio de
homologia de TNF canonico del cual depende la interaccion con los receptores de citocina.
Los miembros de la familia del TNF también pueden actuar como mediadores solubles,
después de division de sus regiones extracelulares y, en algunos casos, la misma citocina
existe en formas tanto soluble como unida a membrana. Hay dos miembros homénimos de
la familia del TNF: TNFa y TNFp, aunque el TNF} es mas cominmente conocido como
linfotoxina a, o LT a. Ambos son secretados como proteinas solubles. E1 TNFa (a menudo
denominado simplemente TNF) es una citocina proinflamatoria, producida principalmente
por macréfagos activados, pero también por otros tipos de células, incluso linfocitos,
fibroblastos y queratinocitos, en respuesta a infeccion, inflamacion y factores ambientales
que generan estres. EI TNF desencadena sus efectos bioldgicos mediante union a sus
receptores, TNFR1 o TNFR2. La linfotoxina a es producida por linfocitos activados, y puede
emitir diversas sefiales. En el momento de la union a neutrofilos, células endoteliales y
osteoclastos la linfotoxina o emite sefiales de activacion; en otras células, la union de
linfotoxina a puede llevar a expresion aumentada de glucoproteinas del MHC, y de moléculas
de adhesion. La linfotoxina , una citocina unida a membrana, es importante en la
diferenciacion de linfocitos (Kuby, 2013).

MOLECULAS DE RECONOCIMIENTO ANTIGENICO Y
COESTIMULATORIAS.

RECONOCIMIENTO ANTIGENICO EN EL LINFOCITO T.

El TCR es la molécula que en los linfocitos T se encarga del reconocimiento de los epitopes
de antigenos presentados en el contexto molecular del MHC. También es primordial para el
proceso de seleccion positiva y negativa durante el desarrollo de los multiples linajes de
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linfocitos T en el timo. Existen otras moléculas correceptoras de superficie, como el CD4 y
CD8, especificas para el reconocimiento del MHC Il y MHC I, respectivamente, y otras que
estan involucradas en ambos linajes de linfocitos T en mecanismos de coactivacion o
coinhibicion. El reconocimiento del MHC’/péptido por el TCR provoca la activacion celular,
lo que induce varios programas funcionales en los linfocitos T que pueden llevar tanto a la
sintesis de factores de crecimiento como a la de sus receptores especificos, y también a la
proliferacion celular, seleccion clonal, apoptosis y produccion de citocinas, quimiocinas y
perforinas. Una vez en la circulacion, o durante su migracién a diversos tejidos, el linfocito
T interactia con distintos tipos celulares, sobre los cuales puede reconocer antigenos
exogenos. Las APC con las que interactua el linfocito T procesaron ya proteinas antigénicas
y expresan en su superficie celular numerosos epitopos, que formaran un complejo con el
MHC. Los péptidos que son reconocidos por los linfocitos T deben tener una estructura
secundaria en a-hélice, caracterizada por aminoacidos polares. Se ha determinado que la
mayoria de los péptidos antigénicos presentados por MHC son anfipaticos, con una porcion
hidrofilica y otra hidrofébica; dichas porciones interactian de manera simultanea con el
complejo TCR/CD3y el MHC, respectivamente. Por esta razon, la asociacion MHC/péptido
antigénico-TCR es un proceso dindmico que depende de complejas interacciones célula-
célula previas al contacto que generaré la activacion celular (Lenin, 2001).

ESTRUCTURA DEL TCR.

El TCR es un heterodimero estricto, esta formado por dos subunidades proteinicas integrales
de membrana que pueden ser de tipo alfa-beta 0 gamma-delta; estas cadenas pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas y las unen puentes disulfuro. Todos los componentes
del TCR son proteinas integrales de membrana y estan formados por un dominio N-terminal
extracelular, un dominio transmembranal y un dominio citoplasmético C-terminal (Figura
17). La mayor parte de los linfocitos T en circulacion o en los 6rganos linfoides secundarios
expresan un TCR tipo alfa-beta, mientras que la variante gamma-delta del TCR se expresa
en un bajo porcentaje de linfocitos T, distribuidos particularmente en tejidos linfoides
asociados a mucosas. La cadena TCRa contiene oligosacaridos con acido sialico y esta
formada por un dominio extracelular constituido por una region variable y dos cisteinas
implicadas en los puentes disulfuro; una region de unién y una region constante que también
contiene dos cisteinas indispensables para los puentes disulfuro intracatenarios. EI dominio
transmembranal contiene aminoacidos basicos, implicados en la formacion del enlace iénico
con las cadenas del complejo CD3, y el dominio intracelular comprende sélo cinco
aminodcidos. La cadena beta del TCR es una proteina con estructura similar a la cadena alfa;
también estd glucosilada, consta de un péptido lider y estd compuesta en la porcién
extracelular por una region variable, una de union y otra constante que posee cuatro cisteinas.
El dominio transmembranal estd conformado por una region hidrofébica con un residuo
béasico de lisina que crea un enlace idnico con el CD3. La porcion intracelular la constituyen
s6lo cinco amino&cidos. La estructura de las cadenas alfa y beta guarda homologia secuencial
con los dominios de las inmunoglobulinas. El reordenamiento génico es el proceso por el
cual se genera la diversidad de los anticuerpos y del TCR; depende tanto de la expresion de
RAGL1, RAG2 y de la desoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT) como de la presencia de
secuencias de DNA especificas adyacentes a los segmentos génicos de reordenamiento. El
sitio del TCR que reconoce los determinantes antigénicos esta codificado por el producto de
la recombinacion de segmentos VDJ para la cadena beta o la delta, lo mismo que por los
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segmentos VJ de los genes alfa y gamma de las cadenas del TCR. Al igual que para la
diversidad de anticuerpos, la diversidad de genes para el TCR se incrementa gracias a la
adicion de nucleotidos en los segmentos génicos; esta adicion es catalizada por la TdT y no
requiere una plantilla de DNA. Las regiones de cada molécula del TCR que interacttan con
los determinantes antigénicos se denominan regiones determinantes de complementariedad
0 COR. En la interaccién con el péptido presentado por el MHC participan tres COR; el
COR3 se une al péptido mientras que el COR1 y COR?2 estabilizan su union al MHC. Este
proceso ocurre en los linfocitos preT en el timo, y en cuanto la secuencia de cada TCR queda
organizada se mantiene sin cambios y no desarrolla hipermutaciones somaticas. Para generar
diversidad en los genes del receptor de linfocitos T intervienen diversos factores, como la
union aleatoria de los multiples segmentos de los genes de la linea germinal, la diversidad de
unioén que resulta de una fusion imprecisa entre los distintos segmentos genéticos (lo que
provoca deleciones y adiciones de nucleotidos y da origen asi a una diferencia en el nimero
de aminodcidos), la asociacion al azar de las subunidades peptidicas que constituyen el
receptor y, por ultimo, la multiplicidad de los genes variables V. A consecuencia de la
recombinacion de estos factores se podrian generar hasta 5 000 tipos distintos de cadenas alfa
y mas de 500 cadenas beta, que tienen el potencial de formar 2.5 millones de combinaciones
del TCR V(O) J. En contraste con las inmunoglobulinas, los genes del TCR no parecen
diversificarse mediante mutaciones somaticas de los genes reordenados, quiza debido a la
necesidad de crear dominios que seran especificos en la molécula del MHC y que generan
superficie de contacto con los denominados histotopos y los paratopos. Estas caracteristicas
son esenciales para el correcto despliegue de la activacion de los linfocitos T, de tal forma
que, por estas caracteristicas, el MHC de una APC de un individuo dificilmente seria
reconocido por el TCR de las células de otro individuo, aunque ambos reconocieran un
epitopo semejante (Lenin, 2001).
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FIGURA 17. Composicion del TCR. A. Se muestra el heterodimero del TCR con una cadena a y una B, cada una de las
cudles estd formada por una region variable (RV) (que reconoce al antigeno) y una regién constante (RC). Este complejo
TCR se asocia con dos complejos CD3, que pueden estar formados por heterodimeros de cadenas CD3Y/e o CD3d/e. Los
complejos CD3 poseen regiones transmembranales mas largos y son los que, junto con CD247 transducen la sefial del
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complejo TCR. B. Alternativa del TCR con cadenas (Y/8). Ag=Antigeno; S-S= puentes disulfuro. Tomado y modificado de
Lenin, 2001.

CD3.

Asociados con las dos cadenas alfa-beta o con las cadenas gamma-delta del TCR, se
encuentra un grupo de moléculas monomorficas de membrana denominado de manera
colectiva CD3, que conforma el complejo TCR/CD3. El CD3 es la porcion invariante del
complejo; estd formado por al menos tres mondmeros unidos no covalentemente
(denominados delta, épsilon y gamma). Cuando ocurre el reconocimiento antigénico entre el
TCR y la molécula MHC que presenta al antigeno, el complejo TCR/CD3 se encarga de
transmitir la sefial de reconocimiento al desencadenar una cascada de reacciones bioguimicas
en el citoplasma de la célula T, lo que da lugar al proceso de activacion.

APC

T T
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MHC-I/I

Correceptor
CD4 o CD8

P

Péptido anti énico—=l
.

CD3

FIGURA 18. Organizacion del complejo CD3/TCR. Las cadenas of§ se encuentran asociadas al CD3. El CD3 esta
formado por tres cadenas denominadas 8, £ y Y', las cuales estan unidas entre si de manera covalente. Cuando TCR reconoce
a su antigeno en el contexto del MHC, son las cadenas del CD3 las encargadas de la transmision de a sefial debido a sus
regiones ITAM (rojo). La estabilidad de la sefial se incrementa por la presencia de un correceptor, ya sea CD4 o CD8.
Tomado y modificado de Lenin, 2001.
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SENALIZACION EN LOS LINFOCITOS T Y B.

En 1970 se habld por primera vez de la teoria de la coestimulacion, la cual propone que la
primera sefial proviene del BCR o del TCR identificando a la célula como competente para
reconocer al antigeno y la segunda sefial proviene de alguna molécula coestimuladora la cual
provee sefiales intracelulares de progresion de activacion que permite a los linfocitos
activarse, proliferar, diferenciarse y ejercer sus funciones efectoras. Un ejemplo claro se da
en los linfocitos T, cuando la activacion del TCR sin sefializacion adicional es insuficiente
para activarlos y los deja anérgicos; es decir, incapaces de responder a una activacion
posterior. De manera mas reciente se sugirio que la teoria de coestimulacion deberia
considerarse una ola de sefiales, ya que la activacion e/o inhibicién de los linfocitos parece
ser, en realidad, resultado de una serie de eventos regulados tanto secuencial como
temporalmente: la combinacion del reconocimiento por el receptor antigeno especifico, junto
con la combinacion y la intensidad de sefiales coestimuladoras y coinhibidoras que
favoreceran la seleccion de los mecanismos celulares que se activaran en la célula. Dichas
sefiales estan influenciadas, ademas, por el subtipo y el estadio celular, el microambiente, las
celulas aledafias y las citocinas, lo cual dicta el contexto de la situacion. Las moléculas que
cosefializan con cualquiera de los receptores antigeno especificos pertenecen principalmente
a dos familias: la superfamilia de las inmunoglobulinas (Sflg) (cuyas subfamilias CD28 y B7
son las mejor descritas) y la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR),
en la que se encuentran el CD40, OX40 y CD30, por mencionar algunas. EI conocimiento
acerca de la cosefializacion en linfocitos ha crecido de modo notable, y se han descrito gran
cantidad de moléculas involucradas en procesos de activacién e inhibicion (Lenin, 2001).

MHC. COMPLEJO MAYOR (PRINCIPAL) DE HISTOCOMPATIBILIDAD Y

PRESENTACION DE ANTIGENO.

En contraste con anticuerpos o receptores de células B, que pueden reconocer antigenos
directamente, los receptores de células T sélo reconocen fragmentos de antigeno que estan
posicionados sobre la superficie de otras células. Estos fragmentos de antigeno son
mantenidos dentro del surco de uniéon de una proteina de superficie celular llamada la
molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), codificada por una agrupacion
de genes denominados en conjunto el locus de MHC. Estos fragmentos son generados dentro
de la célula después de la digestion de antigeno y el complejo del péptido antigénico mas la
molécula de MHC a continuacién aparece sobre la superficie celular. De este modo, las
moléculas de MHC actGan como un recipiente de superficie celular para sostener y desplegar
fragmentos de antigeno de modo que las células T que se aproximan puedan unirse con este
complejo molecular por medio de sus receptores de célula T. Hay dos clases principales de
moléculas de MHC: clase | y clase I1. Estas dos moléculas son muy similares en su estructura
cuaternaria final, aunque difieren en la manera en que crean estas formas por medio
principalmente de ordenamientos de proteina cuaternarios. Las moléculas de MHC clase | y
clase Il también difieren en términos de cuales células las expresan, y en la fuente de los
antigenos que presentan a células T. Las moléculas clase | estan presentes en todas las células
nucleadas del cuerpo, y se especializan en presentar antigenos que se originan a partir del
citosol, como proteinas virales. Estas son presentadas a células T CD8+, que reconocen y
matan células que expresan esos antigenos intracelulares. En contraste, las moléculas de
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MHC clase Il son expresadas casi de manera exclusiva sobre las APC, y se especializan en
presentar antigenos que provienen de espacios extracelulares que han sido fagocitados por
estas células, como hongos, y bacterias extracelulares. Una vez expresada sobre la superficie
celular, la molécula de MHC clase Il presenta el péptido antigénico a células T CD4+, que
entonces quedan activadas y proceden a estimular inmunidad dirigida principalmente a
destruir invasores extracelulares (Kuby, 2013).

ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS CLASE Il.

Las moléculas de MHC clase II contienen dos cadenas polipeptidicas diferentes, una a de 33
kDa, y una cadena 3 de 28 kDa, que se asocian por medio de interacciones no covalentes
(figura 19, derecha). Las moléculas de MHC clase Il son glicoproteinas unidas a membrana
que contienen dominios externos, un segmento transmembrana, y un segmento de anclaje
citoplasmatico. Cada cadena en una molécula clase Il contiene dos dominios externos:
dominios al y 02 en una cadena, y dominios f1 y B2 en la otra. Los dominios 02 y B2
proximales de membrana, muestran similitud de secuencia a la estructura de pliegue de
inmunoglobulina. Por esta razén, las moléculas de MHC clase 11 también se clasifican en la
familia de 1a inmunoglobulina. Los dominios al y B1 forman el surco de union a péptido para
antigeno procesado, este surco es formado, asi, por la asociacion de dos cadenas separadas.
El surco de unién a péptido de moléculas clase I1, esta compuesto de un piso de ocho cadenas
B antiparalelas, y lados de hélices o antiparalelas, donde pueden unirse péptidos que
tipicamente varian de 13 a 18 aminoé&cidos. La molécula clase Il carece de los residuos
conservados en la molécula clase | que se unen a los aminoacidos terminales de péptidos
cortos, y, por ende, forma mas de una bolsa abierta. De esta manera, la clase | presenta una
abertura de tipo mas parecido a receptaculo, mientras que la clase Il posee un surco de
extremo abierto (Kuby, 2013).

Molécula clase I Molécula clase 11

Surco de unién
a péptido

Dominios distales
de membrana

Dominios proximales
de membrana (estructura
con plegamiento de Ig)

B, microglobulina

Segmento transmembrana

Cola citoplasmitica

FIGURA 19. Diagramas de moléculas de MHC clase I clase II que muestran los dominios externos, los segmentos
transmembrana y las colas citoplasmaticas. El surco de unién a péptido estd formado por los dominios distales de
membrana en moléculas tanto clase | como clase 1l (azul). Los dominios proximales de membrana (verde y rojo) poseen la
estructura de plegamiento de inmunoglobulina bésica; asi, las moléculas de MHC tanto de clase | como de clase Il se
clasifican como miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Tomado y modificado de Kuby, 2013.
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INTERACCION MHC CLASE II-PEPTIDO.

Las moléculas de MHC clase Il se unen a péptidos y los presentan a células T CD4+. Al igual
que las moléculas clase I, las moléculas de MHC clase Il pueden unirse a diversos péptidos.
Estos péptidos tipicamente se derivan de proteinas exdgenas (propias 0 extrafias) que son
degradadas dentro de la via de procesamiento exdgeno. Casi todos los péptidos asociados
con moléculas de MHC clase Il se derivan de proteinas unidas a membrana propias o
proteinas extrafias internalizadas por medio de fagocitosis o0 mediante endocitosis mediada
por receptor, y después procesadas por medio de la via exdgena. Los péptidos unidos a
moléculas de MHC clase Il mantienen una elevacion relativamente constante sobre el piso
del surco de union, otra caracteristica que distingue la unioén de péptidos a moléculas clase |
y clase Il. Estudios de unién a péptido y datos estructurales para moléculas clase Il indican
gue un nucleo central de 13 aminoacidos determina la capacidad de un péptido para unirse a
clase Il. Péptidos més largos pueden ser adaptados dentro del surco clase Il, pero las
caracteristicas de union estan determinadas por los 13 residuos centrales. Los peptidos que
se unen a una molécula clase Il particular a menudo tienen motivos de secuencia conservados
internos, pero a diferencia de los péptidos de union a clase |, parecen carecer de residuos
ancla conservados. En lugar de eso, los enlaces de hidrogeno entre el esqueleto del péptido y
la molécula clase Il estan distribuidos en todo el sitio de unién en lugar de estar agrupados
predominantemente en los extremos del sitio, como se observa en los péptidos unidos a clase
I. Los péptidos que se unen a moléculas de MHC clase Il contienen una secuencia interna de
siete a diez aminoacidos que proporcionan los principales puntos de contacto. En general,
esta secuencia tiene un residuo aromatico o hidrofobico en el amino terminal, y otros tres
residuos hidrofobicos en la porcion media del extremo carboxilo terminal del péptido.
Ademas, mas de 30% de los péptidos eluidos de moléculas clase Il contiene un residuo
prolina en la posicién 2 y otra agrupacion de prolina en el extremo carboxilo terminal. Esta
flexibilidad relativa contribuye a la promiscuidad de unién a péptido (Kuby, 2013).
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FIGURA 20. Representaciones de la estructura tridimensional de los dominios externos de moléculas de MHC clase
1y clase I de humano, basadas en andlisis cristalograficos de rayos X. a, c) Vistas laterales de las clases | y II,
respectivamente, en las cuales las cadenas 3 se describen como flechas gruesas y las hélices o como cintas en espiral. Los
enlaces disulfuro se muestran como dos esferas interconectadas. Los dominios al y o2 de la clase I, y los dominios al y B1
de la clase Il, interactian para formar el surco de union a péptido. Note la estructura de plegamiento de inmunoglobulina de
cada dominio proximal de membrana, incluso la molécula de p2-microglobulina. b, d) Los dominios a1 (azul oscuro) y a2
(azul claro) de la clase I, y los dominios a1 (azul oscuro) y B1 (azul claro) de la clase II, seglin se observan desde la parte
superior; muestran los surcos de enlace a péptido, que constan de una base de cadenas B antiparalelas y lados de hélices a
para cada molécula. Este surco puede dar cabida a péptidos de ocho a 10 residuos para la clase | y de 13 a 18 residuos para
la clase 1. Tomado y modificado de Kuby, 2013.

FUNCION DEL MHC Y PATRONES DE EXPRESION.

Varias caracteristicas genéticas ayudan a asegurar una diversidad de moléculas de MHC en
poblaciones exogamicas, entre ellas poligenia, polimorfismo y expresion codominante. Toda
esta atencidn que se pone a maximizar el nimero de surcos de union sugiere que la variedad
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dentro del MHC desempefia un papel importante en la supervivencia. De hecho, ademas de
combatir la infeccion, la expresion del MHC en todo el organismo desempefia un papel clave
en el mantenimiento de la homeostasis y la salud aun en ausencia de antigeno extrafio. Si
bien la presentacion de complejos de moléculas de MHC con antigeno extrafio a células T
obtiene mucha atencion casi todas las moléculas de MHC pasan su vida presentando otras
cosas, y a menudo a otras células. Hay varias razones por las cuales una molécula de MHC
sobre la superficie de una célula es importante. En general, éstas incluyen:

» Desplegar clase | propia para demostrar que la célula esta sana.

» Desplegar péptido extrafio en clase | para mostrar que la célula esta infectada y para

unirse con células TC.

» Desplegar un péptido propio en clase | y clase Il para probar células T en desarrollo

respecto a autorreactividad (6rganos linfoides primarios).

» Desplegar un péptido propio en clases | y Il para mantener la tolerancia a proteinas

propias (6rganos linfoides secundarios).

» Desplegar un péptido extrafio en clase Il para mostrar que el cuerpo esté infectado y

activar células Th.
Vale la pena notar que, si bien algunos de estos casos llevan a activacion inmunitaria, algunos
no lo hacen. También es importante sefialar que el tipo de célula, la ubicacion tisular, y la
cronologia de la expresion varian para cada una de estas situaciones. Por ejemplo, las células
T en desarrollo encuentran primero moléculas de MHC clase | y Il que presentan péptidos
propios en el timo, donde estas sefiales estan disefiadas para inhibir la capacidad de las células
T para atacar estructuras propias mas tarde. Otras ocurren solo después de ciertos tipos de
exposicion, como durante una respuesta inmunitaria a agentes patdégenos extracelulares, o
cuando células en el organismo estan infectadas por invasores virales, y estan disefiadas para
activar células T para que actlen contra el agente patégeno (Kuby, 2013).

CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO.

Las moléculas de MHC clase Il despliegan principalmente péptidos que provienen de los
espacios extracelulares del organismo. Dado que este muestreo de contenido extracelular no
es una forma de “vigilancia policial” que todas las células necesitan realizar, s6lo leucocitos
especializados poseen esta capacidad. Estas células, como ya mencionamos se denominan en
conjunto células presentadoras de antigeno o APC, porque su trabajo es presentar antigeno
extracelular a células T, y les asigna el trabajo final de coordinar la eliminacién de este
invasor extracelular. Si bien todas las células del organismo expresan proteinas de MHC clase
I, y pueden presentar péptidos que provienen de antigenos intracelulares extrafios, el término
APC por lo general se reserva para células que expresan MHC clase Il. Las células
presentadoras de antigeno son principalmente ciertos tipos de leucocitos. Las APC estan
especializadas por su capacidad para avisar al sistema inmunitario de la presencia de un
invasor e impulsar la activacion de respuestas de células T. Entre las diversas APC, se han
observado diferencias notorias de la magnitud de expresion de MHC clase 1l. En algunos
casos, la expresion de clase Il depende de la etapa de diferenciacion, o de la magnitud de
activacion de la célula. La activacion de APC por lo general ocurre después de la interaccion
con un agente patdgeno y/o por medio de emision de sefiales de citocinas, que a continuacion
inducen incrementos importantes de la expresion de MHC clase 11. Diversas células pueden
funcionar como APC fiables. Su caracteristica distintiva es su capacidad para expresar
moléculas de MHC clase Il y suministrar una sefial coestimuladora, o segunda sefial
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activadora a células T. Se sabe que tres tipos de células tienen estas caracteristicas y, asi, a
menudo se denominan células presentadoras de antigeno profesionales (pAPC): células
dendriticas, macrdfagos y linfocitos B. Estas células difieren una de otra en sus mecanismos
de captacion de antigeno, en el hecho de si expresan de manera constitutiva moléculas de
MHC clase Il, y en su actividad coestimuladora, como sigue:

« Las células dendriticas por lo general se consideran las mas eficaces de las APC.
Dado que estas celulas expresan de manera constitutiva cifras altas de moléculas de MHC
clase 11, y tienen actividad coestimuladora inherente, pueden activar células Th virgenes.

 Los macréfagos deben ser activados (p. €j., por medio de emision de sefiales de TLR)
antes de que expresen moléculas de MHC clase Il o moléculas de membrana
coestimuladoras, como CD80/86.

» Las células B expresan de manera constitutiva moléculas de MHC clase |1, y poseen
receptores de superficie especificos para antigeno, lo que las hace en particular eficientes
para capturar su antigeno cognado y presentarlo. De cualquier modo, deben ser activadas,
por ejemplo, por antigeno, citocinas o patrones moleculares asociados con agente
patogeno (PAMP) antes de que expresen las moléculas coestimuladoras que se requieren
para activar células Th virgenes.
Varios otros tipos de células, clasificados como APC no profesionales, pueden ser inducidos
para que expresen moléculas de MHC clase Il y/o una sefial coestimuladora en ciertas
circunstancias (tabla 4). Estas células pueden actuar como representantes para presentacion
de antigeno profesional durante periodos breves y en situaciones particulares, como durante
una respuesta inflamatoria sostenida.

Células Células presentadoras de
presentadoras de antigeno no profesionales
antigeno

profesionales

Células dendriticas Fibroblastos | Celulas

(varios tipos) (piel) epiteliales
timicas
Macrofagos Células Células
gliales epiteliales
(cerebro) tiroideas
Células B Células B Células
pancreaticas ' endoteliales
vasculares

TABLA 4. Células presentadoras de antigeno. Tomado y modificado de Kuby, 2013.

Como se menciono, el MHC clase | es expresado de manera constitutiva por casi todas las
células del organismo, mientras que la clase 11 s6lo es expresada en ciertas circunstancias, y
en un nimero muy limitado de tipos de células. Los diferentes papeles de las dos moléculas
ayudan a explicar esto, y sugieren que en ciertas circunstancias cambios especificos de la
expresion de MHC pueden resultar ventajosos. El locus del MHC puede mostrar respuesta a
presiones reguladoras tanto positivas como negativas. La expresion de MHC clase 11 sobre
APC ya es bastante variable, y el microambiente que rodea una APC puede modular més la
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expresion; generalmente aumentando la expresion de estas moléculas. Las APC en particular
estan condicionadas para mostrar respuesta a indicios locales que llevan a su activacion y
expresion aumentada de MHC, lo que les permite armar a otras células del cuerpo para la
batalla. Como podria imaginarse, esta activacién y armado de APC deben estar regulados
cuidadosamente; para que estas células no dirijan maniobras agresivas indeseadas contra
componentes propios 0 acompafantes benignos, como ocurre en afecciones clinicas como
autoinmunidad o alergia, respectivamente (Kuby, 2013).

EMISION DE SENALES MEDIADA POR CITOCINA.

La expresion de moléculas de MHC esta regulada externamente por diversas citocinas. Entre
éstas las principales son los interferones (o, By v) y los factores de necrosis tumoral (TNFa
y linfotoxina a), cada uno de los cuales se ha mostrado que aumenta la expresion de
moléculas de MHC clase | sobre células. Tipicamente, las células fagociticas que estan
involucradas en respuestas innatas, o células infectadas localmente, son las primeras en
producir estas citocinas reguladoras del MHC. En particular, el IFNa (producido por una
célula después de infeccion viral o bacteriana) y el TNFa. (secretado por APC después de la
activacion) suelen ser las primeras citocinas que desencadenan un evento de regulacion
ascendente de MHC clase 1. En las etapas mas tardias, el interferon y (IFNy), secretado por
células Th activadas, asi como por otros tipos de células, también contribuye a la expresion
aumentada de MHC. La unidn de estas citocinas a sus receptores respectivos induce cascadas
de emision de sefiales intracelulares que activan factores de transcripcion y alteran patrones
de expresion. Estos factores se unen a sus secuencias promotoras blanco y coordinan la
transcripcion aumentada de los genes que codifican para la cadena a clase I, B2-
microglobulina, y otras proteinas involucradas en el procesamiento de antigeno y la
presentacion del mismo. Se ha mostrado que el IFNy induce la expresion del activador
transcripcional clase 1l (ciita), lo que aumenta de manera indirecta la expresion de moléculas
de MHC clase Il sobre diversas células, incluso no APC (p. €j., queratinocitos cutaneos,
células epiteliales intestinales, endotelio vascular, células placentarias y células
pancreaticas). Otras citocinas influyen sobre la expresion del MHC solo en ciertos tipos de
células. Por ejemplo, la IL4 aumenta la expresion de moléculas clase Il en células B en
reposo, y las convierte en APC mas eficientes. Por el contrario, el IFNy regula en direccion
descendente la expresion de moléculas clase Il por células B. Los corticosteroides y las
prostaglandinas también disminuyen la expresion de moléculas de MHC clase Il. Estos
compuestos naturales, permeables a membrana, se unen a receptores intracelulares y son
algunos de los supresores méas potentes de la inmunidad adaptativa, principalmente con base
en su capacidad para inhibir la expresion de MHC (Kuby, 2013).

EL PROCESAMIENTO DE ANTIGENO.

Durante la década de 1980-1989, Ziegler y E. R. Unanue mostraron que para activar células
T se requeria un paso de procesamiento intracelular por APC. Experimentos subsiguientes
realizados por R. P. Shimonkevitz mostraron que la internalizacién y el procesamiento
podian sortearse si las APC quedaban expuestas a fragmentos peptidicos ya digeridos en
lugar de al antigeno natural (figura 21c).
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CONDICIONES EXPERIMENTALES ACTIVACION
DE CELULA T

CélulaTu

o
L}
Péptidos

antigeno §
CélulaTu

FIGURA 21. Demostracion experimental de que el procesamiento de antigeno es necesario para activacion de células
Th. A) Cuando células presentadoras de antigeno (APC) son fijadas antes de exposicion a antigeno, son incapaces de activar
células Th. B) En contraste, las APC fijas al menos 1h después de exposicion a antigeno pueden activar células Th. (En esta
figura simplificada no se muestran moléculas coestimuladoras necesarias para activacion de célula T.) C) Cuéndo las APC
son fijadas antes de exposicion a antigeno, e incubadas con digeridos peptidicos del antigeno (méas que con el antigeno
natural), también pueden activar células Th. La activacion de células Th se determina al medir una respuesta de célula Th
especifica (p. ej., secrecion de citocina). Tomado y modificado de Kuby, 2013.

Casi al mismo tiempo, varios investigadores, entre ellos W. Gerhard, A. Townsend y sus
colegas, empezaron a identificar las proteinas del virus de la gripe que eran reconocidas por
células TC. Al contrario de sus expectativas, encontraron que las proteinas internas del virus,
como la polimerasa y proteinas de la nucleocapside, a menudo fueron reconocidas por células
TC mejor que las proteinas de envoltura mas expuestas que se encuentran sobre la superficie
del virus. Mas audn, la investigacion de Townsend revel6 que las células TC reconocieron
secuencias peptidicas lineales cortas de proteinas del virus de la gripe. Estos datos, junto con
los que se presentan a continuacion, sugieren que el procesamiento de antigeno es un proceso
metabolico que digiere proteinas hacia péptidos, que entonces pueden ser desplegados sobre
la superficie celular junto con una molécula de MHC clase | o clase 11 (Kuby, 2013).

VIAS DE PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE ANTIGENO.

El sistema inmunitario tipicamente usa diferentes vias para eliminar antigenos intracelulares
y extracelulares. Como regla general, los antigenos endogenos (los generados dentro de la
célula) son procesados en la via citosolica 0 endégena, y presentados sobre la membrana con
moléculas de MHC clase I. Los antigenos exdgenos (aquellos captados desde el ambiente
extracelular por medio de endocitosis) tipicamente son procesados en la via exogena y
presentados sobre la membrana con moléculas de MHC clase 1l (figura 22). Experimentos
realizados por L. A. Morrison y T. J. Braciale proporcionaron una excelente demostracion de
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que los péptidos antigénicos presentados por moléculas de MHC clase | y clase Il siguen
rutas diferentes durante el procesamiento de antigeno.

Via end6gena
(MHC clase T)

Via ex6gena
(muc clase IT)

Antigeno

endbgeno é

0 rugoso (RER)

Pr

Complejo
l de Golgi J’
I
%\ Antigeno

‘1(—
Oy

|

exégeno

2

MHC ! MHC
clase I clase II

FIGURA 22. Perspectiva general de las vias endégenas y exégenas para procesar antigeno. En la via enddgena
(izquierda), los antigenos son degradados por el proteosoma, y convierten proteinas hacia péptidos mas pequefios. En la via
exdgena (derecha), antigenos extracelulares son fagocitados hacia compartimentos endociticos donde son degradados por
enzimas endosomales y lisosomales dependientes de pH &cido. Los péptidos antigénicos provenientes de division de
proteosoma, y los que provienen de compartimentos endociticos se asocian con moléculas de MHC | o I, respectivamente,
y los complejos de MHC péptido a continuacion son transportados hacia la membrana celular. Cabe hacer notar que el
destino final de casi todos los péptidos en la célula es ni una ni otra de esas vias, sino mas bien, son degradados por completo
hacia aminoécidos. Tomado y modificado de Kuby, 2013.

LA VIA EXOGENA DE PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE ANTIGENO.

Las APC pueden internalizar material particulado mediante fagocitosis simple (también
llamada “ingestion de células”), en la cual se fagocita material mediante seudopodos de la
membrana celular, o por medio de endocitosis mediada por receptor, en la que el material
primero se une a receptores de superficie especificos. Los macréfagos y las células
dendriticas internalizan antigeno por medio de ambos procesos. Casi todas las otras APC,
sean profesionales o no, demuestran poca 0 ninguna actividad fagocitica y, por ende,
tipicamente internalizan antigeno exo6geno s6lo mediante endocitosis (sea endocitosis
mediada por receptor o por medio de pinocitosis, “bebida de célula”). Por ejemplo, las células
B internalizan antigeno con mucha eficacia por medio de endocitosis mediada por receptor
al usar como el receptor su inmunoglobulina de membrana especifica para antigeno.

Una vez que un antigeno es internalizado, es degradado hacia péptidos dentro de
compartimentos de la via de procesamiento endocitica. El antigeno internalizado tarda 1 a 3
h en pasar por la via endocitica, y aparece en la superficie celular en forma de complejos de
péptido-MHC clase Il. La via de procesamiento de antigeno endocitica parece comprender
varios compartimentos cada vez mas acidos, incluso endosomas tempranas (pH de 6.0 a 6.5);
endosomas tardios o endolisosomas (pH de 4.5 a 5.0), y lisosomas (pH de 4.5). El antigeno
internalizado progresa por estos compartimentos, y encuentra enzimas hidroliticas y un pH
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mas bajo en cada compartimento (figura 23). Las células presentadoras de antigeno tienen
una forma singular de endosoma tardio; el compartimento que contiene MHC clase Il (miic),
en el cual ocurren la degradacion final de proteinay la carga de péptido hacia proteinas MHC
clase 11. Dentro de los compartimentos de la via endocitica, el antigeno es degradado hacia
oligopeptidos de alrededor de 13 a 18 residuos que se reunen con moléculas de MHC clase
I1'y se unen a las mismas en endosomas tardios. Puesto que las enzimas hidroliticas muestran
actividad optima en condiciones &cidas (pH bajo), el procesamiento de antigeno puede ser
inhibido por agentes quimicos que incrementan el pH de los compartimentos (p. ej.,
cloroquina), asi como por inhibidores de proteasa (p. €j., leupeptina). El mecanismo mediante
el cual el antigeno internalizado pasa desde un compartimento endocitico hacia el siguiente
no se ha demostrado de manera concluyente. Se ha sugerido que los endosomas tempranos
provenientes de la periferia se mueven hacia adentro para convertirse en endosomas tardios
y finalmente en lisosomas. De manera alternativa, las vesiculas de transporte pequefias
pueden transportar antigenos desde un compartimento hacia el siguiente. Finalmente, los
compartimentos endociticos, o porciones de ellos, vuelven a la periferia celular, donde se
fusionan con la membrana plasmatica. De esta manera, los receptores de superficie son
reciclados (Kuby, 2013).

Reciclado de -
receptores

=
Endosoma temprano
pH de 6.0 a 6.5 7

Reticulo endoplasmatico

Res

— @ —
Endosoma tardlo MHC
Complejo de Golgi  muc clase II-li pHde4.5a5.0

FIGURA 23. Generacion de péptidos antigénicos en la via de procesamiento exogeno. Antigeno exdgeno internalizado
pasa por varios compartimientos acidos que terminan en endosomas tardios MHC especializados, donde es degradado hacia
fragmentos peptidicos que se asocian con moléculas de MHC clase 11 transportadas en vesiculas desde el complejo de Golgi.
La célula que se muestra aqui es una célula B, que internaliza antigeno mediante endocitosis mediada por receptor; el
anticuerpo unido a membrana funciona como un receptor especifico para antigeno. Tomado y modificado de Kuby, 2013.
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FIGURA 24. Montaje de moléculas de MHC clase II. a) Dentro del reticulo endoplasmatico rugoso, una molécula de
MHC Il recién sintetizada se une a una cadena invariante. La cadena invariante unida evita la unién prematura de péptidos
a la molécula clase 11, y ayuda a dirigir el complejo hacia compartimentos endociticos que contienen péptidos derivados de
antigenos exogenos. La digestion de la cadena invariante deja CLIP, un fragmento pequefio que permanece en el surco de
union de la molécula de MHC 11. HLA-DM, una molécula de MHC clase Il no clasica presente dentro del compartimento
de MHC, media el intercambio de péptidos antigénicos por CLIP. La molécula clase Il no clasica HLA-DO puede actuar
como un regulador negativo del procesamiento de antigeno por clase Il al unirse a HLA-DM e inhibir su papel en la
disociacion de CLIP desde moléculas clase 1l. b) Comparacién de estructuras tridimensionales que muestran el surco de
unién de moléculas de HLA clase I1; las lineas amarillas son HLA-DR1 con péptido de hemaglutinina del virus de la gripe,
y las lineas azul oscuro son HLA-DR3 asociadas con CLIP. (N indica el amino terminal y C el carboxilo terminal de los
péptidos.) No se observan diferencias importantes en las estructuras de las moléculas clase Il ni en la conformacién de los
péptidos unidos. Esta comparacion muestra que CLIP se une a la molécula clase Il de una manera idéntica a la de péptidos
antigénicos. Tomado y modificado de Kuby, 2013.

El hecho de si un péptido antigénico se asocia con moléculas clase | o con moléculas clase 11
esta dictado parcialmente por el modo de entrada hacia la célula, sea exdgeno o enddgeno,
por el sitio de procesamiento, y por el tipo de célula. Aun asi, estas asignaciones no son
absolutas, y los antigenos exdgenos pueden, en algunas APC, ser presentados por antigenos
clase | por medio de una via singular.
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FIGURA 25. Vias de presentacion de antigeno separadas son utilizadas para antigenos endogenos (verde) y exogenos
(rojo). EI modo de entrada de antigeno hacia las celulas y el sitio de procesamiento de antigeno determinan si peptidos
antigenicos se asocian con moleculas de MHC | en el reticulo endoplasmatico rugoso o con moleculas de classe Il en
comartimentos endocrinos.
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SISTEMAS COMPLEJOS Y REDES REGULADORAS
EN LA BIOLOGIA.

SISTEMAS COMPLEJOS Y REDES REGULADORAS EN LA BIOLOGIA.

Un sistema complejo, en su acepcion mas simple, consta de componentes que interactdan y
pueden modificar sus estados internos como producto de las interacciones. Normalmente, el
numero de componentes es suficientemente grande para que su estudio a la Newton (plantear
un sistema de ecuaciones diferenciales con una por cada grado de libertad) sea imposible y,
a la vez, suficientemente pequefio para que el formalismo de la mecanica estadistica (en
donde los promedios de magnitudes microscdpicas dan sentido al uso de variables
macroscopicas). Habitualmente se cuenta con la presencia de dinamicas antagonicas, lo que
trae como resultado que las interacciones no sean lineales. Un sistema complejo es
reconocible por su comportamiento y sus rasgos mas notables: la autoorganizacion, la
frustracion y la evolucion hacia la zona critica. También exhiben leyes de escalamiento
espacio-temporales y fundamentalmente, emergencia de patrones (Ramirez, 1999).

Una gran cantidad de sistemas complejos pueden estudiarse y caracterizarse mediante el
andlisis de redes; se han condensado unos cuantos modelos: redes simples, aleatorias, de
mundo pequefio y libres de escala, y se han estudiado sus propiedades estadisticas como el
grado de distribucion, su longitud caracteristica entre nodos y grado de aglutinacion, que
permiten establecer propiedades de su arquitectura, su vulnerabilidad, su robustez (tolerancia
a fallas) y los nodos mas relevantes. Newman y Girvan, Guimera 'y Amaral, desarrollaron los
primeros trabajos en redes metabolicas (Mitchel, 2006) describiendo los “roles”
desempefiados por cada nodo. Se han desarrollado una buena cantidad de trabajos en redes
metabolicas estudiando principalmente microorganismos. Es posible, a partir de la gran
cantidad de datos recopilados de la fenomenologia de las enfermedades, la construccion de
las redes metabdlicas para su analisis. Para la identificacion de los nodos y sus conexiones,
pueden utilizarse graficas de sustratos, de reacciones, de enzimas o combinacion de las
anteriores, ubicando conexiones tanto directas como indirectas. Asi como pudiera estudiarse
la red interna del organismo, pudiera hacerse con la red externa, es decir, los factores del
ambiente, y correlacionarlas. La estrategia seria buscar los nodos o el nodo relevante, el
parametro de orden cuyo control permita vencer la enfermedad (Cocho, 2017).

Como se menciond con anterioridad, en este trabajo nos enfocamos en el estudio de la
diferenciacion celular para la determinacion de subtipos celulares de linfocitos T CD4+ del
sistema inmune adaptativo a partir de la teoria de redes, usando otros analisis dindmicos aqui
explicados, que pueden dar una mejor y mas sencilla explicacion del fendmeno para sus
caracteristicas dadas. A continuacion, presentaremos una breve introduccion a la teoria de
las redes complejas reguladoras

REDES REGULADORAS COMPLEJAS: APROXIMACION DISCRETA BOOLEANA

Entender como se relacionan los genotipos con los fenotipos implica una comprension
integrativa de los procesos que regulan la diferenciacion celular y la morfogénesis, los cuales
comprenden el desarrollo. Tal tarea, requiere el uso de enfoques tedricos y computacionales
para integrar y seguir la accién concertada de multiples componentes genéticos y no
genéticos que tienen interacciones altamente no lineales. Se han propuesto modelos de redes
reguladoras de genes (RRG) para abordar tal tarea. Los modelos RRG se han vuelto muy
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Gtiles para entender como estos tipos de interacciones restringen los patrones de la expresion
multigénica que caracterizan los distintos destinos celulares. Mas recientemente, cada uno
de los modelos temporales de una Unica célula, se han extendido para recuperar los
componentes temporales y espaciales de la morfogénesis. Ya que el RRG genémico completo
es aun desconocido e intratable para cualquier organismo, y algunos modulos claros de
desarrollo se han identificado. Uno de los primeros RRG experimentalmente fundamentado
que fue propuesto y validado corresponde al mdédulo regulador involucrado en la
determinacion de érganos florales. A continuacion, presentaremos en forma los principales
aspectos de la teoria de las redes reguladoras tomando como base la Ref. (Azpeitia, 2014),
como un ejemplo de las metodologias involucradas en: (1) la formalizacion e integracion de
datos genéticos moleculares en las funciones logicas (funciones booleanas) que son las reglas
que gobiernan las interacciones y dinamicas de genes en un RRG booleano; (2) los algoritmos
y enfoques computacionales utilizados para recuperar los estados estables que corresponden
a cada tipo de célula, asi como el conjunto de configuraciones RRG iniciales que dirigen a
cada uno de tales estados (i.e., cuencas de atraccion); (3) los enfoques usados para validar un
modelo RRG usando tipos salvajes y mutantes o datos sobreexpresados, o0 para probar la
robustez del RRG propuesto; (4) las metodologias utilizadas para aproximar una RRG
booleana discreta a sistemas continuos y su uso en otros analisis dinamicos. Se podra notar
que las metodologias explicadas para la RRG de determinacién de organos florales
desarrolladas aqui en detalle pueden ser aplicadas a cualquier otro médulo funcional.

El mapeo del genotipo a los fenotipos implica la accion concertada de maultiples
componentes durante la diferenciacion celular y la morfogénesis que comprenden el
desarrollo. Estos componentes son parte de los motivos regulatorios, los cuales mantienen
las interacciones no lineales que producen comportamientos complejos. Tal complejidad no
puede ser entendida en términos de componentes individuales, y més bien emerge como
resultado de las interacciones entre los componentes de todo el sistema. Para integrar la
accion de multiples componentes moleculares y seguir su dindmica, es indispensable postular
modelos matematicos y computacionales. Los modelos de redes reguladoras de genes (RRG)
han aparecido como una de las herramientas mas poderosas para el estudio de sistemas
moleculares complejos.

Pequefias RRG a veces pueden ser estudiados con formulaciones matematicas analiticas,
mientras que los RRG de tamafio medio o grande son susceptibles a analisis solo con
simulaciones en un ordenador. Como la dinamica de los interactomas gendémicos son adn
intratables incluso con las méas poderosas computadoras, y dado que las redes genéticas estan
compuestas de multiples modulos estructurales y funcionales, algunos autores han propuesto
buscar tales modulos para el estudio de sistemas dinamicos biomoleculares usando modelos
RRG. Los modelos booleanos son probablemente el tipo mas simple de formalismo
empleado para el estudio de RRG, sin embargo, los modelos booleanos no proporcionan
informacién significativa acerca del sistema. Es importante mencionar, que los RRG
Booleanos pueden ser aproximados a modelos que permiten el uso de herramientas
matematicas adicionales. Dado que: (a) la l6gica de los RRG es formalizada adecuadamente
con modelos booleanos; (b) la obtencidn de parametros bioldgicos reales a partir de sistemas
bioldgicos moleculares es ain una tarea complicada; y (c) el uso de modelos realistas puede
ser computacionalmente costoso, se cree que los modelos Booleanos y sus aproximaciones
continuas se estan convirtiendo en una herramienta practica y fundamental para el estudio de
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la dindmica de la RRG y comprender los comportamientos complejos observados en los
procesos de desarrollo. (Azpeitia, 2014).

CONCEPTOS BASICOS EN EL ESTUDIO DE REDES COMPLEJAS.

Nodos y Aristas de la RRG: en las RRG, los nodos representan genes, proteinas u otros
tipos de componentes moleculares como RNAm y hormonas, mientras que las aristas
representan las interacciones reguladoras entre los componentes. Usualmente, las
interacciones son positivas (activaciones) o negativas (inhibiciones), pero se pueden
incluir otros tipos de interacciones (por ejemplo, interacciones proteina-proteina).
Variables: Las variables son los elementos que describen el sistema bajo estudio
(generalmente los nodos) y que pueden tomar valores diferentes en cada momento.
Variable/ Estado del gen: El valor que toma un nodo en un determinado momento
representa su estado. El estado puede ser un valor discreto o continuo. En el caso de las
redes booleanas los estados sdlo pueden ser "0" cuando el gen se considera "apagado™ y
"1" cuando se considera "encendido™.

Estado de red/configuracion: El vector compuesto por un conjunto de valores, donde cada
valor corresponde al estado de un gen especifico de la red. En una red booleana, tales
vectores o configuraciones de red son matrices de "0"y "1".

Atractores: Configuraciones de red estacionarias. Las configuraciones estacionarias de
un solo estado se conocen como atractores de punto fijo (figura 26a) y éstas son
generalmente las que corresponden a las matrices de estados de activacion génica que
caracterizan diferentes tipos de células. Mientras que un conjunto de estados de red que
ordenadamente se repiten ciclicamente corresponden a atractores ciclicos (figura 26b).
Validacion del modelo: la tarea de evaluar un modelo mediante el contraste de sus
predicciones con resultados experimentales. Para las RRG Booleanas, la validacion del
modelo implicaria, entre otros; recuperar las configuraciones de genes observados para
las células bajo estudio en condiciones silvestres y mutantes o sobreexpresadas, analisis
de robustez, etc.

Robustez: La capacidad de un sistema para mantener una respuesta frente perturbaciones.
Para el caso de un modelo RRG booleano, se evalla, por ejemplo, evaluando si los
atractores del sistema todavia se recuperan bajo diferentes mutaciones transitorias y
permanentes (alteraciones en las funciones booleanas, los nodos o la topologia RRG)
(Azpeitia, 2014).

Time GEN GEN GEN Time GEN GEN GEN Time GEN GEN GEN

1 2 3 1 2 3 1 2 3

1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1
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nl 1 0 0 . 1 0 1 n-l1 0 0 0
n 1 0 0 . 0 1 1 n 0 1 0

Fixed-point attractor Cyclic attractor Transitory states

FIGURA 26. Atractores de punto fijo, atractores ciclicos, y estados transitorios. a) Un ejemplo de un atractor de punto
fijo. Como se observa, los atractores de punto fijo tienen un Unico estado donde permanecen indefinidamente a no ser que
algo los perturbe. b) Un ejemplo de un atractor ciclico. Los atractores ciclicos estdn compuestos por dos 0 més estados de
red que se repiten ordenadamente. En este caso observamos 2 atractores ciclicos. ¢) Estados transitorios. Los estados
transitorios son estados que conducen a un atractor, pero no son atractores por si mismos. (Tomado y modificado de Azpeitia,
2014).

PROTOCOLO GENERAL PARA POSTULAR UNA RRG.

Un protocolo genérico para postular un modelo de una RRG para un modulo de desarrollo
particular seria: i) ldentificar un modulo de desarrollo estructural o funcional. ii) Con base
en los datos experimentales disponibles, se selecciona el conjunto de nodos potenciales o
componentes moleculares que se incorporaran en el modelo RRG con el objetivo de integrar
los componentes clave necesarios y suficientes del médulo funcional bajo analisis. Luego de
explorar los datos experimentales relativos a los patrones de expresion espacio-temporal de
los genes que se incorporaran en el modelo y ensamblar una tabla con un formato booleano
de las configuraciones esperadas que se deben recuperar con el modelo RRG (tales
configuraciones son los "atractores esperados”). iii) Integrar y formalizar los datos
experimentales referentes a las interacciones entre los nodos seleccionados utilizando
funciones logicas booleanas que regiran la dinamica Booleana de la RRG 1V) El RRG es
modelado como un sistema dinamico explorando los estados alcanzados, dadas todas las
configuraciones iniciales posibles y las funciones booleanas definidas en iii). La RRG se
inicia en todas las configuraciones posibles y se sigue hasta que alcanza un atractor de punto
fijo o ciclico. V) Comparar los atractores simulados con los observados experimentalmente
(atractores esperados, véase el punto (ii) anterior). Una coincidencia perfecta sugeriria que
un conjunto suficiente de componentes moleculares (nodos) y un conjunto bastante correcto
de interacciones se han considerado en el modelo RRG postulado. Si este no es el caso, se
pueden incorporar o postular componentes e interacciones adicionales, o se pueden modificar
las funciones booleanas. Esto permite refinar las interpretaciones de los datos
experimentales, o postular nuevas interacciones que se probaran experimentalmente en el
futuro. En cualquier caso, el proceso puede repetirse varias veces basado en el
comportamiento dindmico de las versiones modificadas del RRG en estudio hasta que un
modulo regulador es postulado. Dicho médulo puede incluir algunas interacciones o
componentes hipotéticos novedosos, integrar los datos experimentales disponibles e
identificar posibles contradicciones o vacios experimentales. V1) Para validar el modelo, se
aborda si recuperan las configuraciones de activacion génica silvestre y mutante (pérdida de
funcion y ganancia de funcion) que caracterizan las células que se estan considerando.
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El andlisis de la perturbacion de los nodos y las interacciones, o las funciones Booleanas,
también se puede utilizar para validar el modelo con el fin de probar la robustez de la RRG
en estudio. Eventualmente, nuevas predicciones se pueden hacer y probar
experimentalmente. VII) Para otras aplicaciones y también en casos en que las funciones
continuas sean apropiadas para describir el comportamiento de algunos de los componentes,
el modelo booleano puede aproximarse a un continuo. Ademas de ser Gtil para otros
procedimientos de modelado, la aproximacion continua también es un medio para realizar un
andlisis de robustez del RRG bajo estudio. Tal tarea implica, por lo tanto, también una nueva
validacién del modelo que se postula.

IX) Los enfoques equivalentes a los resumidos en (vi) para sistemas discretos pueden usarse
en sistemas continuos.

Hay dos tipos de materiales necesarios para modelar la dinamica de las RRG. En primer
lugar, los resultados esperados que se recuperan por el modelo que se extraen de la literatura
y dependen de los objetivos del modelo y la naturaleza del médulo de desarrollo que se
considera, pero generalmente incluyen configuraciones de genes estables (atractores),
fenotipos mutantes y transiciones de desarrollo, por nombrar algunos. El segundo conjunto
es el software requerido para los analisis de la RRG. Actualmente existen varios programas
disponibles para analisis de la RRG.

El protocolo general para el modelado dinamico de la RRG comienza por explicar el enfoque
booleano mas simple en el que los nodos solo pueden alcanzar uno o dos tipos de valores
posibles "1" si el nodo estd "encendido™ y "0" si el nodo esta "apagado". Las funciones
booleanas se generan a partir de pruebas experimentales, por ejemplo, si TGEN (gen diana)
se expresa ectopicamente en una pérdida de funcion GENL1, es un regulador negativo de
TGEN, y utilizamos el operador légico “"NO”" para describir la regulacion GEN1 sobre
TGEN o su tabla de verdad equivalente. En esta funcion Booleana, el estado de TGEN en el
instante t + 7 es 1 si el valor GEN1 es 0 en el instante t, y el valor TGEN en el momento
t + 7 es 0 siel valor GEN1 es 1 en el instante t. Las funciones Booleanas del modulo de
desarrollo de la RRG que se utiliza aqui como ejemplo, se basaron en la informacion
experimental disponible en la bibliografia de (Azpeitia, 2014). Como con los atractores
esperados, las funciones booleanas pueden basarse en diferentes tipos de datos
experimentales, siempre y cuando se indique claramente como interactian los genes. Ahora,
se proporcionard un ejemplo de como la informacidn experimental se integra y formaliza
como una funcién booleana. Durante la transicion de la inflorescencia a flor meristematica,
la expresion de la flor terminal (TFL1) necesita ser reprimida, porque TFL1 es un promotor
de la inflorescencia.
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0 0 0 TGEN(t+1) = GEN1(t) & GEN2(t)
0 1 0
1 0 0
1 1 1
(Genty | Genaty | roEne |
0 0 0
0 1 1 TGEN(t+) = GEN1(t) | GEN2(t)
1 0 1
1 1 1
CGenty | oeva) | Toenten|
0 0 0
0 1 0 TGEN(t+1) = GENA(t) & ! GEN2(t)
1 0 1
1 1 0
I T e
0 0 0
5 > > TGEN(t+) = | GEN1(t) & GEN2(t)
1 0 0
1 1 0

FIGURA 27. Ejemplos de funciones booleanas comunes. Aqui presentamos cuatro ejemplos de funciones booleanas
comunes para un gen diana, en este caso TGEN, con dos reguladores, a saber, GEN1 y GEN2. (Tomado y modificado de
Azpeitia, 2014).

TFL1 se transcribe en el centro del meristemo y desde alli se mueve a las células periféricas.
De acuerdo a los resultados obtenidos en la bibliografia antes mencionada, EMF1 es un
regulador positivo de TFL1, mientras que AP1 Y LFY son reguladores negativos de TFL1.
Estos resultados se formalizaron como una sentencia l6gica como sigue: TFL1=EMF1 AND
NOT AP1 AND NOT LFY.

MAPEOS DINAMICOS DISCRETOS Y REDES REGULADORAS BOOLEANAS.

El modelado basado en redes reguladoras booleanas (RRB) proporciona informacion
cualitativa significativa sobre la topologia basica de las relaciones que determinan destinos
celulares alternativos. La variable de estado de cada nodo toma un valor discreto de O
(inhibido o inactivo) o 1 (expresado o activo) (Wang et al., 2012). El estado de cada nodo en
el tiempo t + 1 se especifica mediante un mapeo dinamico que depende del estado de sus k
reguladores en un momento anterior t:
At + 1) = fi(1(0), o, () (D)

Donde f;, es una funcion discreta que representa una proposicion logica, también conocida
como reglas booleanas, constituida por términos elementales relacionados por los conectivos
I6gicos: AND (A), OR (V) y NOT (-). Las proposiciones logicas satisfacen la axiomatica
booleana. La dindmica inducida por el mapeo booleano se determina completamente una vez
que se especifica un conjunto de valores de expresién inicial de los componentes de la red.
A partir de un conjunto inicial dado, los nodos de la red actualizan iterativamente sus valores
basados en las reglas de transferencia de Boole hasta que finalmente alcanzan un estado
estable determinado por la condicion gk(t + 1) = gk(t). Esta Gltima condicion especifica un
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atractor de punto fijo. Luego, la dindmica del modelo se evalla rastreando las trayectorias
desde todas las configuraciones iniciales posibles en el espacio de estados hacia los
atractores. El tamafio del espacio de estados de un modelo viene dado por 2 = 2™ donde n es
el nimero de nodos en la red. Alternativamente, un atractor ciclico asociado a la condicion
qr(t + N) = qx(t) gk, también puede surgir después de la simulacion de algunas redes
reguladoras, donde el nimero entero N sefiala el periodo del atractor. Los atractores ciclicos
generalmente se interpretan como comportamientos oscilatorios y son sostenidos por al
menos un circuito de retroalimentacion negativa en la topologia de la red.

Este método permite determinar los patrones estacionarios de expresion celular que segin la
hipbtesis de Kauffman describen diferentes fenotipos celulares. Esta metodologia es
suficiente para predecir los atractores de punto fijo interpretables como configuraciones de
células meristematicas que estamos usando para ejemplificar la construccion de una RRG, o
T colaboradoras (T helper) usadas en la experimentacion.

VALIDACION DEL RRG, ATRACTORES SIMULADOS VS. ATRACTORES

ESPERADOS.

Una vez obtenidas las funciones booleanas y el conjunto de atractores esperados de la RRG,
podemos proceder a realizar una primera y necesaria validacion del RRG. El primer paso es
utilizar simulaciones numéricas para recuperar los atractores que genera nuestro conjunto de
funciones booleanas. Los atractores recuperados en las simulaciones deben coincidir con los
atractores esperados, sobre la base de datos experimentales. En Espinosa-Soto y
colaboradores (Espinosa, 2014) se recuperaron diez atractores. Cuatro de los diez atractores
corresponden a configuraciones de activacion génica que caracterizan las células
meristematicas de los meristemos de inflorescencia, mientras que el resto corresponde a las
configuraciones de genes observadas en las células primordiales de sepalo, pétalo, estambre
y carpelo (figura 28). En el RRG de desarrollo del sépalo, formulado por La Rota y
colaboradores (La Rota, 2011), al menos dos atractores fueron recuperados; Uno
correspondiente a las células abaxiales y el otro a las células adaxiales del 6rgano floral.
(Azpeitia, 2014).

70



011011101111110 011011101100110

FIGURA 28. Obtencion de atractores de la especificacién de 6rganos de flores de la RRG. En (a) se presenta la gréafica
de la especificacion de érganos de flores RRG propuesta por Espinosa-Soto y colaboradores (Espinosa. 2014). EI RRG
recupero 10 atractores de punto fijo. Seis de los atractores correspondian a la configuracion de genes observados en la célula
primordial de sépalos (un atractor), pétalos (dos atractores), estambres (dos atractores) y carpelos (un atractor). B) Un
meristemo de flores en el que las células sepales primordiales estan coloreadas en verde, células de pétalos primordiales en
gris marrén, estambres primordiales en naranja, y células de carpelo primordiales en amarillo. En (c), el modelo ABC y la
determinacion de 6rganos florales RRG, los atractores que corresponden a las combinaciones de genes A, A+B,B+Cy
C, que especifican células sepales, pétalo, estambre y carpelo primordial, respectivamente. Los estados de activacion
corresponden a cada uno de los nédulos RRG que comienzan a la izquierda con "EMF1" y progresan consecutivamente en
el sentido de las agujas del reloj el resto de los genes en el RRG mostrado en (a). Tomado y modificado de Azpeitia, 2014.

Pr Obtained  GEN1 GEN2
attractors

Expected GEN1 GEN2 Cell type 1 1 0

attractors Cell type 2 0 0

Cell type 1 1 0 \
Obtained GEN1 GEN2
Cell type 2 1 1 \ attractors
Cell type 1 1 0
Cell type 2 1 1

FIGURA 29. En los casos en que los atractores recuperados por el RRG simulado en estudio y los observados
experimentalmente no coinciden, se pueden considerar nodos o interacciones adicionales, o se pueden modificar las
funciones booleanas postuladas. Esas nuevas hip6tesis se pueden probar ejecutando una vez mas la dindmica de RRG y si
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los atractores simulados y observados coinciden ahora, el modelo puede usarse para postular nuevas interacciones, datos
faltantes o contradicciones entre los que se habian propuesto anteriormente. Por ejemplo, se predijeron cuatro interacciones
perdidas (Espinosa, 2014). Es importante destacar que algunas de estas predicciones han sido validadas experimentalmente
por investigaciones independientes y posteriores, demostrando la capacidad predictiva y la utilidad de este enfoque. Tomado
y modificado de Azpeitia, 2014.

ANALISIS DE MUTACIONES.

Un medio adicional para validar un modelo RRG es simular la perdida de funcién (fijacion
de la mutacion de la expresion génica con valor 0) y la ganancia de las funciones mutantes
(fijacién de la sobreexpresion de la expresion génica con valor 1). Los atractores recuperados
en el modelo con tales valores de expresion fijos alterados deben corresponder a los efectos
observados experimentalmente en los mutantes. Si se encuentra una discrepancia en tal
proceso de validacion, se pueden postular hipétesis adicionales sobre nuevos nodos o
interacciones. Para el médulo subyacente RRG postulado en la determinacion de los érganos
florales, la mayoria de los atractores recuperados en los mutantes simulados correspondieron
a las configuraciones genéticas que se han observado experimentalmente. En algunos casos,
los atractores simulados y observados (esperados) no coinciden y se postulan nuevas
interacciones. Las simulaciones de mutantes son también utiles cuando intentamos predecir
los efectos de multiples mutantes, los cuales son complicados de generar en el laboratorio
(Azpeitia, 2014).

ANALISIS DE ROBUSTEZ.

El trabajo experimental y tedrico ha demostrado que los organismos vivos son robustos
contra las perturbaciones. Ademas, a nivel molecular los procesos involucrados en diferentes
comportamientos bioldgicos también son robustos frente a variaciones internas y externas.
Tal robustez implica que la funcionalidad general del sistema permanece cuando se perturba.
En el caso de las RRG, los atractores deben ser robustos cuando se alteran las funciones
booleanas. En Espinosa-Soto y colaboradores (Espinosa-Soto, 2004) el valor de salida de
cada linea de las tablas de verdad fue cambiado uno por uno. Curiosamente, se encontré que
los atractores originales no cambiaron para mas del 95% de las alteraciones de la tabla légica,
lo que indica que la funcionalidad del modulo de desarrollo postulado es robusta a este tipo
de perturbacion. Hay otros tipos de analisis de perturbaciones. Por ejemplo, podriamos
cambiar con una cierta probabilidad el valor de una linea de la tabla de verdad, o el estado de
la red. De manera similar, si perturbamos el RRG con estos otros tipos de perturbaciones, se
espera que los atractores de los sistemas se mantengan (Azpeitia, 2014).

REDES REGULADORAS CONTINUAS Y LOGICA DIFUSA

La utilidad de los modelos discretos es limitada, ya que no pueden predecir los resultados de
experimentos bioldgicos cuantitativos cuando se trabaja en fendmenos sensibles a la
expresion gradual de factores de transcripcion o gradientes bioquimicos. Este es el caso de
la mayoria de las enfermedades donde los linfocitos estan involucrados y las fluctuaciones
no discretas en el microambiente pueden influir en la diferenciacion y plasticidad celular,
afectando las respuestas inmunes en la progresion de patologias cronicas (Enciso et al.,
2019).

Para expresar nuestro modelo en términos de ecuaciones diferenciales como previamente
mencionamos, se tradujeron las reglas l6gicas booleanas (que pueden verse en el anexo) a
I6gica difusa, la cual puede proporcionar conocimiento cualitativo sobre la cinética de las
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rutas de sefializacion involucradas en la transduccion de variaciones microambientales, por
ejemplo, eventos que se relacionan relativamente mas rapido que otros, o que se unen al
receptor por encima de otros ligandos. De esta forma, el fenotipo de cada célula se determind
por el estado de activacién de cada uno de los nodos que integran la red interna de
diferenciacion Th.

Para obtener un enfoque continuo, se debe considerar que los niveles de expresién, las
concentraciones y los parametros de los sistemas bioldgicos puedan tener cualquier valor
dentro de un rango continuo limitado solo por restricciones de funcionalidad. En este caso,
la asignacion dindmica discreta dada por la ecuacion (1) se generalizdé mediante la
introduccién de un conjunto de ecuaciones diferenciales ordinarias (ODE) para la tasa de
cambio del nivel de expresion de los componentes de la red. Para el nodo k-ésimo, se escribe

como:

dq
d_tk = M[Wk(qll R qn)] — gy (2)
1 [wy ] es una funcidn de entrada que expresa la transformacién continua de la regla booleana

wy, mientras que a; es una tasa de decaimiento. En este esquema, los estados de equilibrio
. , .. . .y a
del sistema estan definidos por la condicion de estado estable % = 0, que conduce a:

4 = o ulwi(ai, ., 43)] ®3)
donde el superindice s denota el valor de estado estacionario.
La traduccién de las reglas booleanas interactivas al dominio continuo se logré6 como ya
mencionamos, considerando un enfoque basado en la logica difusa. La légica difusa es una
teoria destinada a proporcionar una base formal para el razonamiento aproximado con
aplicaciones en ciencias fisicas, biomédicas y conductuales. Se caracteriza por un enfoque
gradual (Novak et al., 1999; Zadeh, 1975; Dubois y Prade, 1997), de modo que el grado en
gue un objeto exhibe una propiedad determinada se especifica por una funcion caracteristica
K [wy], con valores de verdad que van desde la falsedad total, p [w,] = 0, hasta totalmente
verdadero, 1 [wk] = 1 (Enciso et al., 2019). En los sistemas biologicos, las proposiciones
difusas pueden describir casos en los que una celda muestra un patron de expresion
intermedio que no necesariamente pertenece a un fenotipo especifico.
La logica difusa satisface un axiomatico similar al implicito en la I6gica booleana, excepto
por el principio de identidad, lo que significa que el principio de no contradiccion no es
valido. La ausencia de no contradiccion se expres6 formalmente mediante la ecuacion w =
1 — w, con la solucién w = 1/2. Se dedujo que el valor w = wthr = 1/2 puede interpretarse
como un umbral entre la falsedad y la verdad. De manera similar al enfoque Booleano, en el
régimen continuo las interacciones reguladoras de la red se caracterizaron por proposiciones
de logica difusa denotadas aqui como wy, = [q,(t), ..., g, (t)]. El esquema de traduccion
desde el escenario discreto al continuo se implementé de manera directa mediante la
sustituciéon de los conectores booleanos AND, OR y NOT, por sus contrapartes difusas.
Donde p y q serian nodos de la red.

Conectores Booleanos Traduccién probabilistica
qANDp g.p

QORp q+p-(a)(p)

NOT p 1-p

Tabla 5. Equivalencia de los conectores Booleanos a sus contrapartes de ldgica difusa
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Un ejemplo de traduccion del marco booleano al difuso es: W [p, g, r]=qVpA—1r— w[p,
q,f]:q+PjC1'|0'(?'f)- _ _ _ _

Las proposiciones légicas continuas se pueden usar para construir una expresion explicita de
la funcion caracteristica [ wy ]. En el enfoque booleano discreto, esta funcion seria

equivalente a una funcion escalonada ®:

1 1 1
,u[wk]—>0[wk—§]={Osiwk<§,1siwk>§

En el enfoque continuo, este comportamiento se aproximo por una funcion caracteristica con
una estructura sigmoidea que cambia gradualmente de un valor nulo a un valor unitario. La
expresion mas general que implica el menor nimero de supuestos con respecto a un enfogue
gradual de la veracidad de una propuesta difusa es la distribucion logistica:

1

4
T+ exp[ B Wi (4s,0) — Wirr] @
Aqui, wy es un valor umbral tal que si w, > wy,,-, entonces wy, tiende a ser verdadero (o0
expresado). Usualmente w,,,. = 1/2. El parametro [} es una tasa de saturacion que mide el
ritmo del transito de un estado no expresado a uno expresado, como se muestra en la Figura
30.

ulwi] =

A 1.0
0.8}

0.6

M W]

0.4}

0.2}

0.0 e — b
00 02 04 06 08 1.0

FIGURA 30. Distribucion caracteristica/l[WK - W”"]para un valor umbral W™ = 1/2 de la proposicion légica Wy
y diferentes valores del parametro de saturacion B. En el caso de B > 1, la distribucion caracteristica se convierte en una
distribucion escalonada.

Observamos en la figura 30 que este ritmo o pendiente es gradual para f pequefio y abrupto
para 3 grande. Enel caso B > 1, u[Wg] — @[Wy — Wy,,-]. Este Gltimo resultado, junto con
la condicion de estado estable dada por la ecuacion (2), implica que es la otra manifestacion
de la solidez de las predicciones cualitativas generadas por el enfoque difuso (Enciso et al.,
2019).

Para describir las transiciones entre distintos estados estables, junto con elementos de
logotipos difusos, se consideraron los conceptos generales de la teoria de las transiciones de
fase sin equilibrio y la autoorganizacion, contemplados en los fendmenos cooperativos que
surgen de las interacciones no lineales de un gran nimero de subsistemas elementales
(representados aqui por las reglas de l6gica difusa), que conducen a la aparicion de patrones
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o fases organizadas. La teoria se basa en dos conceptos principales, la existencia de
pardmetros de orden y control. Los parametros de orden son aquellas variables que impulsan
principalmente la organizacion del sistema, mientras que los parametros de control son
variables cuyo valor determina cuél de las posibles organizaciones se realiza realmente. En
el contexto del RRG difuso presentado aqui, los parametros de orden son los patrones de
activacion que especifican los diferentes fenotipos celulares, determinados a su vez, por el
estado de activacion de los nodos centrales o los médulos funcionales del RRG, mientras que
los parametros de control son aquellos involucrados en la ldgica de las reglas, o aquellas que
caracterizan las tasas de decaimiento «a;,.

.. . 1 . -z s
Latasa de decaimiento es igual a: a;, = = donde 7, es untiempo de expresion caracteristico.
k

Con base en esto, se indujeron parametros de ordenamiento modificando los parametros de
control desde la modelacién computacional. Cabe aclarar que, aunque en logica difusa se
supone que los valores de las variables estan restringidos al intervalo 0 < q;.< 1, los valores
a, > 1 no estan excluidos por el formalismo, y es una conveniencia el rango en el que se
definen las variables.

OBTENCION DE LA RED COMPLEJA DE INTERACCION DE ELEMENTOS

MOLECULARES DE LINFOCITOS T

Con objeto de desarrollar un modelo continuo de los procesos de diferenciacién de los
linfocitos TCD4+ se considerd la red reguladora compleja para los linfocitos T CD4+
reportada en las referencias (Martinez-Sanchez, 2015 y Martinez-Sanchez, 2018). En dichas
referencias se construyd una red compleja de interaccion a partir de informacion compilada
de datos experimentales previamente obtenidos. Se considerd que la diferenciacion celular
de linfocitos T CD4+ depende de las citocinas presentes en el microambiente. Estas células
pueden diferenciarse en subconjuntos particulares, ademas de que diferentes combinaciones
de citocinas exdgenas han demostrado tener efectos sinérgicos o antagonistas en la
diferenciacion de células T CD4 +. Las interacciones resultantes pueden apreciarse en la
Figura 31, mientras que las reglas booleanas asociadas se indican en el Anexo. Asi se ha
documentado que las células Thl requieren IL12 extrinseca e IFNy y expresan Tbet e [FNy
(Hsieh, 1993; Perez, 1995; Szabo, 2003). Las células Th2 requieren IL4 extrinseca y estan
estabilizadas por IL2, expresan GATA3, IL4, IL5y IL13 (Le Gros, 1990; Swain, 1990; Cote-
Sierra, 2004; Ansel, 2006; Zheng, 1997). Las células Th17 requieren TGFf extrinseca e IL-
6, IL-21 0 IL-23, producen RORyt, IL-21, IL-17A e IL-17F (Ivanov et al., 2006; Veldhoen
et al., 2006;Zhou y col., 2007; Korn et al., 2009). Las células Treg requieren TGFp e IL-2
extrinsecas, expresan Foxp3, TGFp y, en algunos casos, IL10 (Chen, 2003; Hori, 2003;
Davidson, 2007; Zheng, 2007). Ademas, las células T CD4+ son altamente heterogéneas, lo
que sugiere gque las poblaciones celulares pasan por un continuo de niveles de polarizacion
después del cebado inicial (Murphy y Stockinger, 2010; Magombedze, 2013; DuPage y
Bluestone, 2016; Eizenberg-Magar, 2017). Por lo tanto, se pueden encontrar fenotipos
celulares mixtos bajo concentraciones y combinaciones de citocinas particulares, y en
algunos casos, se han documentado tipos de células hibridas tales como células reguladoras
similares a Th1y similares a Th2 o hibridos Th1/ Th2 (Koch, 2009; Hegazy, 2010; Wohlfert,
2011).
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FIGURA 31. Red reguladora de seiializacién transcripcional de células T CD4+ construida utilizando los datos
experimentales disponibles. La red incluye factores de transcripcion (rectangulos), citocinas autocrinas y sus vias de
sefializacion (elipses) y citocinas exdgenas (diamantes). Interacciones que conducen a la activacion se representa con flechas
negras, mientras que las que conducen a la inhibicidén con puntos rojos. (Tomado y modificado de Martinez-Sanchez, 2018).

Para analizar el comportamiento dinamico de la red, se generalizaron las interacciones
discretas booleanas al caso continuo mediante las reglas de la logica difusa, como se sefialo
anteriormente. En estos términos, se estudiaron los procesos de diferenciacion celular
mediante ecuaciones diferenciales que involucran variables y pardmetros continuos. Para
encontrar las soluciones del sistema constituido por ecuaciones diferenciales con las reglas
logicas difusas para las componentes INFy, GATA3, IL2, IL4, RORyt, IL21, FOXP3, TGFp,
IL9, IL10, BCL 6 E IL17, se realizaron céalculos empleando el programa Mathematica. Para
posteriormente modificar las variables de concentracion de citocinas o su nivel de expresion,
asi como el valor de la tasa de decaimiento oy el parametro de saturacion 3. Luego se analizo
la diferencia en el tiempo y forma de expresion del factor de transcripcion asociado a cada
subtipo celular.

Teniendo los resultados de la expresion fenotipica con distintas concentraciones de nodos y
variaciones de a y 3, se prosiguio a elegir las graficas mas representativas o interesantes, de
ellas se eligieron las que tuvieran los mismos valores en los pardmetros continuos, excepto
en el valor de B (sea igual a 20, 10 o 5) y tuvieran una diferencia evidente en cuanto al tiempo
de expresion. También se conservaron algunas que se expresaron significativamente con un
unico valor de B, sin embargo, no se agregaron a este trabajo.
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RESULTADOS

Se realizaron experimentos numéricos que simulaban distintas condiciones ambientales de
citocinas asociadas con la expresion de diferentes subtipos celulares, en las que se variaban
las concentraciones extracelulares y tasas de saturacion y decaimiento de citocinas. De estas
simulaciones se obtuvieron una serie de graficos que reflejan su comportamiento dinamico.
A continuacidn, se describian las propiedades usadas en los parametros de control de cada
fenotipo estudiado, de cada caso seleccionado, cuyas caracteristicas fueron haber expresado
el factor de trascripcion caracteristico del subtipo celular y presentar alguna dinamica de
expresion peculiar. Los resultados se muestran ordenados por subtipos celulares y presentan
casos con concentraciones de citocinas iguales para tasas de decaimiento y/o saturacion
distintas. De igual forma, se consideran valores altos de 3 si son mayores a 10 y como valores
bajos si son iguales 0 menores a 10. En todos los subtipos se usé un valor igual a 10 como
valor bajo de B, a excepcion de Th17, donde se us6 un valor igual a 5, pues considerando
esto, los cambios entre un valor u otro de 3, eran un poco mas notorios. Los valores en las
tasas de decaimiento se consideran iguales a 1 a menos que se indique lo contrario,
considerando que es una tasa baja si es menor a 1, o alta si es mayor a 1.

SUBTIPO TH1

Se estudi6 la variacion temporal de la expresion de la citocina INFye, secretada por el
fenotipo Thl, y su dependencia con la concentracion en el microambiente externo de las
citocinas pro-Thl, IL12 e INFy, y de la citocina proinflamatoria IL10, asi como las
diferencias inducidas por la tasa de saturacion B y la tasa de decaimiento de INFye.

En la grafica 32a (con p=20), se considerd una concentracion externa relativamente baja de
INFy e IL12 (0.3 en ambos casos). Se observa como, a pesar de que los valores de la
concentracion de estas citocinas son bajos, es suficiente para inducir la produccion de INFye,
en un tiempo caracteristico t = 6 (en unidades determinadas por el inverso de las tasas de
decaimiento y las relaciones dinamicas del sistema). En comparacién, la grafica 32b muestra
que, si el parametro de saturacion B se disminuye a la mitad, ampliando con ello el intervalo
de sensibilidad a las citocinas externas, entonces INFy se expresa en forma inmediata. Por
otro lado, si se consideran las condiciones del primer caso, pero se supone que la tasa de
decaimiento de INFy; 0=0.5 (equivalente a un decaimiento relativamente lento), entonces la
gréfica 32c muestra que esta citocina se comienza a expresar en un tiempo menor que en el
primer caso. Si en estas mismas condiciones se supone ahora que =10, entonces 32d muestra
que INFy'se expresa en forma idéntica a la observada en 32b. Por otro lado, si se bajan las
condiciones anteriores, la tasa de decaimiento de INFy'se incrementa, en vez de disminuir,
entonces la dindmica del sistema es tal que el tiempo no es suficiente para expresarse.

En las gréficas 32e y 32f se estudia la accion de la citocina antiinflamatoria 1L10 (también
con una concentracion 0.3) en el microambiente pro-Th1, para dos valores del parametro de
saturacion =20 y B=10. En el primer caso, observamos que INFy aun se expresa, aunque
con un retraso considerable respecto al caso en ausencia de 1L10. En el segundo caso, vemos
que INFy'se expresa en forma normal, pero también ocurre la expresion de [L10, dando lugar
a un fenotipo mixto.
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FIGURA 32. Dindmica de expresion asociada al fenotipo Th1 para diferentes valores de los pardmetros de saturacion y
decaimiento, y de las concentraciones relativas de citocinas del microambiente: a) =20, IL12=0.3, INFy=0.3. b) p=10,
IL12=0.3, INFy=0.3. c¢) p=20, aINFy=0.5, [L12=0.3, INFy=0.3. d) =10, aINFy=0.5, IL12=0.3, INFy=0.3. ¢) =20,
INFy=0.3 IL2=0.3 IL10=0.3. f) =10, INFy=0.3 IL2=0.3 IL10=0.3. Las diferentes curvas corresponden a INFy(rojo) e
IL10 (morado).

SUBTIPO TH2

A continuacion, se describen los resultados obtenidos para el fenotipo Th2, mostrando la
expresion de GATAS a través del tiempo y su dependencia con la concentracion externa de
citocinas promotoras del fenotipo (IL4 e 1L2) y la influencia de citocinas proinflamatorias
(1L21), asi como variacion en las tasas de decaimiento y saturacion.

En la grafica 33a (con f=20), se tomo en cuenta una concentracion regular de IL2 e 1L4 (0.6
en ambos casos), ademas de estudiarse la presencia de la interleucina proinflamatoria 1L21,
y suponiendo que la tasa de decaimiento de IL2a =1.5. Se muestra como GATA3 se expresa
totalmente casi en seguida, similarmente hay expresion inmediata de IL4 y una expresion
rapida pero no total de IL2. Por otro lado, en la grafica 33b cuando la tasa de saturacion se
reduce (f=10), la expresion de IL2, IL4 y GATA3 parece mas gradual. Podemos ver que el
tiempo en que comienza la expresién de GATA3 no cambia en presencia de 1L21, pues
cuando no esté presente y se conservan el resto de condiciones iguales (figura 38ay b, anexo
1), GATAS se expresa casi en el mismo tiempo. El aumento en la tasa de decaimiento de IL2,
aumentd el tiempo en que comienza la expresion de GATAS3, como puede deducirse. En este
caso una tasa de saturacion B mayor favorecid una expresion mas subita del factor de
transcripcion caracteristico de Th2. Cuando en lugar de aumentar la tasa de decaimiento de
IL2, se aumenta la de IL4, y se mantienen iguales el resto de condiciones que en 33a, como
muestra la grafica 33c, la expresion de GATAS es igual que en dicho caso y las situaciones
de IL4 y IL2 se invierten. Al disminuir la tasa de saturacion a la mitad, la expresion de 1L2,
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IL4 y GATAS al igual que en el caso 33b, parece mas gradual. La presencia de una
interleucina proinflamatoria no afecté de modo muy significativo la expresion de GATAS,
pero el aumento en la tasa de decaimiento de IL4, aumento levemente el tiempo en que
comenzd la expresion de GATA3, pues en (figura 38c y d, anexo 1), donde se usaron las
mismas condiciones que en 33c, a excepcion del aumento en la tasa de IL4, GATA3 se
expresa mas rapido. Al comparar los casos 33a con 33c y 33b con 33d, podemos proponer
gue no hay alguna evidencia de que alguna tasa de decaimiento, sea de IL2 o IL4 afecte en
mayor medida la diferenciacion de Th2. A diferencia del resto de los experimentos, en este
caso una tasa de saturacion B mayor fué la que favorecié una expresién mas subita del factor
de transcripcion caracteristico de Th2.
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FIGURA 33. Dinamica de expresion asociada al fenotipo Th2 para diferentes valores de los parametros de saturacion y
decaimiento, y de las concentraciones relativas de citocinas del microambiente: a) =20, alL2=1.5, IL2=0.6, 1L4=0.6,
1L21=0.6. b) =10, alL2=1.5 IL2=0.6, IL4=0.6, IL21=0.6. c) =20, alL4=1.5 IL2=0.6 IL4=0.6 IL21=0.6. c) =10,
allL4=1.5, IL2=0.6 1L4=0.6, IL21=0.6. Las diferentes curvas corresponden a GATA3 (rojo), IL2 (negro) e IL4 (naranja).

SUBTIPO TH17

Asimismo, se estudid la expresion a través del tiempo de RORyA, secretada por el fenotipo
Th17 y su dependencia con las concentraciones de citocinas promotoras (IL21 y TGFp), y la
accion de citocinas antinflamatorias como lo es IL10. De la misma forma, se analizé la
variacion en las tasas de decaimiento y saturacion.

Como se puede ver en la grafica 34a (con =20), se consider6 una concentracion externa de
0.6 de IL17 y TGFB. Se puede ver como IL21 y TGFp se expresan de inmediato, seguido
por RORyt. Cuando el valor de la tasa de saturacion B disminuye a 5, como ocurre en el caso
34b, se observa como el tiempo de expresion RORyt no cambia, pero el nivel de expresion
disminuye a sélo un 0.2. Al estudiar la presencia de IL10, conservando el resto de
condiciones del primer caso, como se ve en la grafica 34c, se observa que RORyt conservé
el tiempo de expresion de las graficas anteriores, cuando no habia IL10, sin embargo, su nivel
de expresiéon disminuy0, pues dejo de expresarse cuando llegd al 0.4 y entonces decayo.
Cuando en la grafica 34d, se volvié a disminuir la tasa de saturacion, de igual forma, se
observa que el nivel de expresion de RORyt disminuye. Tanto en 34c y d se observa que el
tiempo y nivel de expresion de IL21 disminuyé con la presencia de IL10 si consideramos su
expresion con el minimo de citocinas inductoras, que es 0.6.
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FIGURA 34 Dinamica de expresion asociada al fenotipo Th17 para diferentes valores de los parametros de saturacion y
decaimiento, y de las concentraciones relativas de citocinas del microambiente: a) =20, IL21=0.6 TGFp=0.6, b) p=5,
1L21=0.6 TGFp=0.6, ¢) =20, IL21=0.6 TGFB=0.6 IL10=0.4, d) =5, IL21=0.6 TGFB=0.6 IL10=0.4. Las

diferentes curvas corresponden a RORYt (rojo), TGFP (morado), IL21 (verde), IL10 (negro) e IL17 (rosa).

Al aumentar el decaimiento de TGFf en el caso 35a, y conservar la concentracion regular de
las mismas citocinas y el valor de B del grafico 34a, se observa como en comparacion, el
nivel de expresion de RORyt se reduce a 0.6, pero llega a un punto maximo mayor que en el
caso 34c, dénde habia accion antiinflamatoria por IL10. El nivel de expresion de IL21
endogeno en 35a se mantiene igual que en 34a, mientras que la expresion de TGFp decrece.
También es posible ver que IL17 se expresa minimamente. La disminucién de 3 a un cuarto
de su valor original, como se muestra en el caso 34b, inhibe casi por completo la expresion
de RORy1, comparable solo con el caso en el que se agrego6 un factor antiinflamatorio. 1L21
endogeno se mantuvo similar que en los anteriores casos con igual valor de 3, mientras que
la expresion de TGFf disminuy6. En comparacion con la grafica 35a, el nivel de expresion
de RORyt es evidentemente menor, por lo que una tasa grande de P parece favorecer el
aumento en el nivel de expresion de RORyt. Para comparar el efecto del aumento en el
decaimiento de ambas citocinas inductoras, se us6 una a=1.5 pero esta vez de IL21, ademas
de reducir su concentracion externa, como se ve en 35¢, manteniendo el valor inicial de $=20.
Se puede observar que el tiempo en que comenzd la expresion de RORyt aumentd
ligeramente en comparacion de cuando no hay aumento en la tasa de decaimiento de 1L21.
Observamos que unicamente IL21 enddgena disminuy6 su nivel de expresion. El nivel de
expresion de IL17 aumenta en comparacion de la grafica 35a. En la grafica 35d la tasa B tiene
valor de 5. Podemos ver que el nivel de expresion de RORyt disminuy6 con el aumento en
la tasa a, al igual que TGFp e IL21. Comparando las graficas 35c y d, la disminucion en el
valor de B afectd negativamente el nivel de expresion de RORyt y las demés citocinas
enddgenas.
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FIGURA 35. Dinamica de expresion asociada al fenotipo Th17 para diferentes valores de los parametros de saturacion y
decaimiento, y de las concentraciones relativas de citocinas del microambiente: a) =20, aTGFp=1.5, IL21=0.6,
TGFp=0.6, b) p=5, o« TGFB=1.5 IL21=0.6 TGFB=0.6, ¢) p=20, aIlL21=1.5 [L21=0.4 TGFB=0.6, d) f=5, alL21=1.5
1L21=0.4 TGFp=0.6. Las diferentes curvas corresponden a RORyt (rojo), TGFf (morado), IL21 (verde), IL10 (negro) e
IL17 (rosa).

SUBTIPO TREG

Finalmente, y de igual forma, se estudid la variacion con en el tiempo de la expresion de
FOXP3, secretado por Treg y su dependencia con la concentracion externa de sus principales
citocinas inductoras (TBFf e IL2), ademds de analizar su dindmica frente a cambios en sus
tasas de decaimiento y saturacion, y bajo la influencia de una citocina opuesta, en este caso
IL21.

Como muestra la grafica 36a, se consider6 =20, y una concentracion externa relativamente
baja de IL2 y TGFp (0.4 en ambos casos). Se observa que el nivel de expresion de FOXP3
toma un valor que oscila entre 0.8 y 0.6, aumentando y luego decayendo hasta hacerse cada
vez més constante, comenzando su expresion en la segunda unidad de tiempo. La expresion
de IL2 enddgena es similar a la de FOXP3, sin embargo, comienza su expresion mas rapido.
Por otro lado, la dindmica de TGF endogena es constante una vez que alcanza su maxima
expresion. En la grafica 36b, el valor de 3 se disminuy6 a 10, se observa que el nivel maximo
en la expresion de FOXP3 se ve un poco reducido en comparacién al caso anterior, y el
tiempo en que comenzo su expresion se redujo ligeramente al disminuir la tasa de saturacion.
De igual forma, las oscilaciones en la expresion de FOXP3 del caso 36a se ven atenuadas
con lareduccion de B, al igual que en la expresion de IL2. El comportamiento de TGFf parece
no presentar un cambio respecto al experimento inicial. Cuando se usaron concentraciones
menores que las usadas en estos casos (iguales a 0.3), no hubo expresion cuando B fue igual
a 20, y la hubo en un nivel mas bajo que en el caso 36b. Cuando se intent6 inducir Treg con
solo una de estas citocinas inductoras, no hubo expresion. Al aumentar las concentraciones
iniciales con respecto a los casos anteriores y mantener la tasa inicial de saturacion, es posible
ver que el maximo nivel de expresion de FOXP3 se alcanza més rdpidamente, caso expuesto
por la grafica 36¢, ademas de que su comportamiento se atenu0 y la expresion de FOXP3,
IL2 y TGFP fué mas regular y alta. Cuando la tasa 3 se redujo a la mitad, como pasa en 36c¢,
el nivel de expresion de FOXP3 disminuyd ligeramente, al igual que el de IL2. Por otro lado,
TGFp endogeno se mantuvo igual. Los tiempos de expresion de las citocinas implicadas no
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fueron significativamente modificados con la disminucién en la tasa de saturacion como
muestra la comparacion de los casos, no asi con los niveles de expresion. Al comparar estas
gréficas con las dos anteriores, se observa un aumento en el nivel de expresion relacionada
con el aumento en las concentraciones iniciales.

a) Treg b) Treg
1.0 1.0
= s 08
i 0.8 ;
0.6 c 06
5 2
" 04 204
g s
ey
2oz 302
0.0 0.0
0 2 r 3 8 10 o 2 - & 8 10
time
time
c) Treg d) Treg
1.0 JREMRERELRem————— 1.0
=S 3 08
g 0.8 i
F 0.6 g 0.6
"
g 04 § 0.4
o
X 0.2 a 02
0.0 0.0
0 2 2 s 2 10 0 2 4 3 8 10
time time

FIGURA 36. Dinamica de expresion asociada al fenotipo Treg, para diferentes valores de los parametros de saturacion y
decaimiento, y de las concentraciones relativas de citocinas del microambiente: a) =20, IL2=0.4 TGFp=0.4, b) p=10,
1L2=0.4 TGFp=0.4, ¢) p=20, IL2=0.6 TGFp=0.6, d) p=10, IL2=0.6 TGFp=0.6. Las diferentes curvas corresponden a
FOXP3 (rojo), IL2 (verde), TGFp (naranja).

En la grafica 37a, se estudio el efecto de un incremento simultaneo de las tasas alfa de dos
citocinas inductoras de Th17 (TGFP e IL2), manteniendo las concentraciones de citocinas
externas del caso 36¢ pero no el valor de sus alfas. Se observa como en comparacion, el nivel
de expresion de FOXP3, al igual que las otras dos citocinas involucradas disminuye hasta un
maximo de 0.2. Cuando la tasa B se disminuy6 a 10, se observa que en comparacion con el
caso 36d, también el nivel de expresion de FOXP3 y las demas citocinas se ve reducido. Al
comparar los casos 37ay 37b, se observa que con el valor menor de 3, la expresion de FOXP3
aumentd ligeramente, lo que sugiere que, al contrario de las dos graficas anteriores, el
aumento en el valor de B promueve el decremento en el nivel de expresion en FOXP3 cuando
las tasas de decaimiento de TGFf e IL2 se han aumentado, lo que no pasa en el caso en que
las tasas de decaimiento de éstas citocinas disminuyen a 0.5 y el resto de los parametros de
control se mantienen igual, pues al cambiar los valores en las tasas de saturacion no hay
ningun cambio en el nivel de expresién de FOXP3 como muestra la figura 39a y b del anexo.
Por otro lado, FOXP3 se expresé un poco mas rapido en este caso, por lo que los valores
bajos de B podrian aumentar su velocidad de expresion.

Por otro lado, en la gréafica 37c, se estudio la presencia de un factor proinflamatorio (IL21) y
se considerd una =20. Las concentraciones usadas fueron las suficientes para considerar una
expresion activa de IL2, TGFP y IL21 (igual a 1 para las tres citocinas). Se observa que el
comienzo en la expresion de FOXP3 tuvo un retraso con respecto a los casos anteriores. 1L.2
e IL21 endogena se comienzan a expresar casi de inmediato para luego permanecer
constantes durante un corto tiempo con una concentraciéon de 0.4 y luego bifurcarse, 1L2
aumentando e IL21 decayendo. TGFP mantiene una expresion creciente y llega al nivel
maximo en poco tiempo. Por otro lado, hay expresion de RORyt incluso antes que FOXP3,
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pero sucede en un intervalo corto de tiempo y en baja concentracion, lo que refleja la estrecha
relacion en la induccién de los fenotipos Th17 y Treg. Si comparamos esta gréafica con el
caso 36¢, donde se usO de igual forma una concentracion alta de citocinas inductoras
externas, pero sin la presencia de IL21, podemos ver que la velocidad de expresion de FOXP3
disminuy6 al haber citocina proinflamatoria, ademas de qué, como era previsto, sin la
presencia de 1L21 no hubo expresion endogena de RORyt ni IL21. Cuando B se redujo a 10
en 37d, se puede observar que el comportamiento en la expresion endoégena de las citocinas
involucradas fue muy similar al del caso 37c, incluyendo las caracteristicas de expresion de
FOXP3, sin embargo, hubo una pequefia disminucion en el nivel de expresion de IL21 y un
aumento en el nivel de RORyt, ademas de que la expresion de FOXP3 y RORyt fué
ligeramente antes que en el caso anterior. Por otro lado, la comparacion del caso 37d con el
caso 36d, es similar a la comparacion del caso 37c con el 36¢c. Vemos que el maximo nivel
de expresion de FOXP3 en el caso 37c y d no es menor que en los casos 36a y b, cuando se
usaron concentraciones menores de citocinas inductoras de FOXP3 aunque sin presencia de
IL21, ni tampoco fué menor que cuando se usaron concentraciones menores de citocinas
inductoras y ademas se aumento la tasa de decaimiento de dos de ellas, pero sin presencia de
IL21, como pas6 en los casos 37ay b. Para estudiar el efecto en las concentraciones iniciales
y la presencia de IL21, es importante mencionar que cuando se us6 una concentracion igual
a1l deIL2 y TGFB, pero sin IL21, con una a considerablemente alta de TGF[, como ocurrio
en la figura 39c y d del anexo 1, vemos que el nivel de expresion de FOXP3 aumenta
significativamente en comparacion de los casos 37a y 37b. Adicionalmente, vemos que la
presencia de la citocina proinflamatoria en los casos 37c y d, disminuyd la velocidad de
expresion de FOXP3, al compararlas con los casos antes mencionados, ademas de que
promueve la expresion endogena de IL21 y RORyt. Algo importante de notar, es que cuando
las concentraciones externas de IL2 y TGFB son menores que en los casos 37c y d y se
conserva la misma concentracion de IL21 externa, FOXP3 no se expresa, y por otro lado, en
el caso 39c y d del anexo 1, cuando hay una concentracién alta de citocinas iniciales aunque
sin IL21, FOXP3 se expresa casi totalmente a pesar de tener un decaimiento alto en TGFf,
lo que sugiere que al aumentar las concentraciones externas en la citocinas inductoras de
TGFp, se puede evitar el retraso e inhibicion de la diferenciacion de Treg por parte de IL21

y de un aumento de a en TGFp.
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FIGURA 37. Dinamica de expresion asociada al fenotipo Treg para diferentes valores de los pardmetros de saturacion y
decaimiento, y de las concentraciones relativas de citocinas del microambiente: a) =20, oIL2=1.6, a TBFB=1.6 IL2=0.6
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TGFB=0.6 b) =10, alL2=1.6, « TBFP=1.6, IL2=0.6 TGFP=0.6, ¢) p=20, IL2=1, TGFp=1, IL21=1 d) =10, IL2=1
TGFB=1 IL21=1. Las diferentes curvas corresponden a FOXP3 (rojo), IL2 (verde), TGF (naranja) RORy?t (amarillo) e
I1L21 (café).
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DISCUSION

SuBTIPO TH1

De acuerdo con los resultados mostrados en la figura 32, podemaos inferir que las condiciones
de concentracion minimas para que el fenotipo caracteristico de Th1, INFy'se exprese es un
0.3 externo del mismo, o bien, 0.3 de IL12 e IL2. La presencia de 1L2 o IL12 por separado
no es suficiente para inducir la expresion de Thl, lo que supone una accion sinérgica de
ambas citocinas, mientras que la presencia de INFy externo es suficiente para inducir a Thl.
La figura 32c sugiere que la reduccion de la tasa o de alguna citocina inductora de Thl (en
este caso INFy) reduce el tiempo en que comienza la expresion de su factor de transcripcion
caracteristico en los casos cuyos valores de 3 sean grandes pues con valores de B menores a
20, esta reduccion de o no mostrd influencia en dicha expresion, comparandolas con las dos
graficas anteriores.

Por otro lado, en la figura 32e vemos que la presencia en pequefias concentraciones de una
citocina antinflamatoria no sugiere afectar el tiempo ni nivel en el que se expresa INFy
cuando el valor de B es pequefio, pues los valores altos de  parecen aumentar la sensibilidad
de la funcion ante la presencia de IL10. En los casos de diferentes valores de 3, no se mostro
un efecto sinérgico entre IL2, IL12 e INFy cuando se tienen en pequefias concentraciones
para la expresion de INFy.

Consistentemente, los valores de B bajos sensibilizan la expresion de Thl, pues reducen el
tiempo en el que se comienza a expresar el factor de transcripcion caracteristico, ademas de
que aumentan la robustez de la expresion en INFy en presencia de una citocina
antiinflamatoria en las condiciones externas o una disminucion en la tasa de decaimiento de
INFy, mientras que los valores altos de § aumentan el valor minimo en la concentracion de
citocinas inductoras de Th1.

SUBTIPO TH2

Los resultados obtenidos sugieren que las condiciones minimas para que Th2 se exprese es
una concentracion de 0.4 de al menos 2 citocinas inductoras y un valor bajo en la tasa de
saturacion, también se puede observar en la figura 33, que existe un efecto sinérgico entre
IL2 e IL4 para la diferenciacion a Th2. Las concentraciones en pequefias concentraciones de
interleucinas inductoras de GATAS no son suficientes para la expresion efectiva de Th2. El
tiempo de expresion de GATA3 se ve afectado negativamente con la presencia de una
citocina proinflamatoria (en este caso 1L21). Adicionalmente, los resultados sugieren que la
tasa de decaimiento o de alguna interleucina externa inductora afecta de una forma directa
los tiempos de expresion del factor de transcripcion caracteristico de las células Th2.

Los valores de  mayores a 10 requieren concentraciones mas altas de citocinas para inducir
el fenotipo Th2 por lo que los valores bajos de B parecen sensibilizar a la funcion frente la
presencia de citocinas cuando no hay modificacién de las tasas de decaimiento o presencia
de alguna citocina antagdnica. En casos como los presentados en la figura 33, en donde
ademas de haber un aumento en las tasas de decaimiento de las citocinas participantes en la
diferenciacion de Th2, hay una adicién de IL21, parece que la relacion inversa entre el valor
de B y la velocidad de expresion no se cumple, pues los valores altos de B aumentan la
velocidad de expresion de GATAS, en contraste con la relacion inversamente proporcional
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que se establece en los casos en los que no hay presencia de algin factor negativo para la
expresion de GATA3, como los antes mencionados.

SUBTIPO TH17

Con respecto a los resultados observados en la figura 34a, b, c y d del fenotipo Thl7, se
infiere que la presencia de una citocina antiinflamatoria en una expresion proinflamatoria
afecta negativamente el nivel de expresion del factor de transcripcion caracteristico de Th17,
RORyt. Asimismo, para afectar negativamente la expresion de RORy%, parece necesario
disminuir alguna de sus citocinas inductoras en mas que un 0.2 a partir de que se logra
expresar con un minimo de concentraciones iniciales de citocinas externas.

De acuerdo con la figura 35ay b, el incremento en la tasa de decaimiento a de alguna citocina
inductora (en este caso TGFB) de RORyA, disminuye su nivel de expresion. La disminucion
de la tasa de decaimiento a de alguna citocina inductora de RORyt afecta positivamente al
nivel de su expresion, aunque no hay un aumento notorio en su velocidad de expresion. De
acuerdo con las figuras 34c y d y 35ay b, parece que lo Unico que afecta méas que el aumento
de o de TGFp en la expresion de RORyA, es la adicion de IL10. Como se puede deducir de la
figura 35 c y d, el aumento del valor de o de IL21 afecta negativamente el tiempo de expresion
de RORyt cuando el valor de B es alto mientras que afecta negativamente su nivel de
expresion cuando el valor de B es menor. Se intentaron probar las mismas condiciones en los
pardmetros de orden, pero en vez de disminuir la tasa de decaimiento de TGFp, fue la de
IL21, lo que mostrd que el aumento del valor de a de TGF es mas desfavorable para el nivel
de expresion de RORyt que el aumento en el valor de a de IL21 a pesar de que ambas son
citocinas inductoras de ese fenotipo, probablemente con valores de B altos. EI aumento del
valor de [ parece favorecer el nivel maximo de concentracion de RORyt cuando hay citocinas
antagonista o modificacion negativa de las tasas de decaimiento, pero también altera su
tiempo de expresion, pues después de un tiempo parece comenzar a decaer. Un valor de f
pequefio favorece la expresion constante de RORyt y la expresion exponencial TGFp cuando
valor de a es igual a 1. En adicion, las tasas altas de decaimiento a de citocinas inductoras de
Th17 afectan de mayor forma al nivel de expresion de RORyt cuando los valores de 3 son
bajas. El aumento en concentraciones externas iniciales de citocinas inductoras de RORyt no
mejora el tiempo ni el nivel de expresion cuando alguna tasa o se aumenta. Conjuntamente,
se puede considerar que en la mayoria de experimentos para inducir el fenotipo Th17, la tasa
de saturacion B es directamente proporcional con el nivel y tiempo de expresion del factor de
transcripcion.

SUBTIPO TREG

Como podemos ver en los resultados mostrados en la figura 36, las citocinas inductoras de
FOXP3 tienen un efecto sinérgico y complementario, pues la presencia de un solo tipo de
citocina no es suficiente para inducir Treg. Ademas, en concentraciones menores a 0.5 de
citocinas inductoras, el comportamiento en la expresion del factor de transcripcion es
irregular, y aumentar esta concentracion lo homogeniza. Asimismo, el aumento en la
concentracion de citocinas inductoras aumenta el nivel y la velocidad de expresion de
FOXP3, como se logra observar en las figuras 36¢c y d. Reducir el valor de B, parece
homogeneizar el comportamiento en la expresion de Treg, el cual es oscilante cuando 3 toma
valores grandes. Los valores pequefios en la tasa de saturacion parecen reducir la
concentracion minima necesaria de citocinas inductoras para promover el subtipo Treg,
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ademas, aumenta la velocidad en la que se expresa FOXP3. De igual forma, los valores de f3
grandes promueven el aumento en el maximo nivel de expresion de FOXP3 cuando las alfas
no han sido modificadas (aumentadas).

La figura 37a y b sugiere que el aumento en las tasas de decaimiento de las citocinas
inductoras de FOXP3, como se espera, reduce su nivel de expresion. Ademas, parece que las
tasas mayores a 1 de a en dos de las citocinas involucradas en la expresion de Treg, invierten
el efecto positivo en el aumento del nivel de expresion de FOXP3 de las tasas de saturacion
altas. Como se puede ver en la figura 37c y d, la presencia de una citocina proinflamatoria,
como lo es IL21, perjudica la velocidad de expresion de FOXP3, aunque no parece afectar
su nivel maximo de expresion, de igual forma afecta la velocidad de IL2 e IL21, pero no la
de TGFpB. Las concentraciones externas altas de citocinas inductoras de FOXP3,
contrarrestan la accion negativa en el nivel de expresion de FOXP3 de valores altos de o en
las citocinas inductoras. La presencia de IL21 en combinacion de TGFp, promueven la
diferenciacion de RORyt. También se vio, que las bajas concentraciones de citocinas
inductoras de FOXP3 (en este caso IL2) no son suficientes para promover eficientemente la
diferenciacion de Treg a pesar de la presencia de otra citocina inductora en alta concentracion
(en este caso TGF), pues, aunque si hay expresion de FOXP3, es baja y lenta. Es preferible
usar las minimas concentraciones, pero en misma proporcion de citocinas inductoras de
FOXP3 para expresarla eficientemente, que una concentracion grande de una y la otra
pequefa. Los resultados obtenidos para Treg, proponen que los valores bajos de f aumentan
la sensibilidad de la funcion para reconocer concentraciones de citocinas inductoras que
actuan sinérgicamente, y aumentan la velocidad de expresion de FOXP3.

Como bien se indica en Enciso 2019, las proposiciones difusas nos ayudan a describir una
expresion intermedia de algin fenotipo, que es de gran importancia en los fendmenos
bioldgicos. Ademas, las funciones continuas que contienen a las proposiciones de l6gica
difusa, describen las transiciones entre distintos estados estables que pueden ser
influenciados por las condiciones microambientales y las tasas @ y 8, que a su vez acttan en
la diferenciacion y plasticidad celular, lo que se relaciona con las respuestas inmunes en la
progresion de diversas enfermedades. Es importante resaltar las potenciales aplicaciones del
modelado matematico en biologia, como podemos ver en el reciente trabajo de Corral-Jaray
colaboradores, donde se muestra como una herramienta promisoria en el estudio del sistema
inmune y el cancer, mejorando la comprension de la diferenciacion de las células T CD4+ en
Treg y Thl7, y su relacion con el comportamineto de las células cancerosas. Desarrollando
de esta forma aplicaciones inmunoterapéuticas contra el cancer basadas en estrategias de
modelado matematico e integracion de datos 6micos.
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CONCLUSION

Para comprender los eventos moleculares y procesos de regulacién genética involucrada en
la diferenciacion celular, en este caso del sistema inmune adaptativo, e integrar la accion de
diversos componentes moleculares y determinar su dinamica, resulta de utilidad proponer
modelos matematicos y enfoques computacionales que conducen al establecimiento de
fenotipos celulares estables observados en los experimentos. Para ello, es importante
establecer funciones booleanas que nos ayuden a entender la logica de regulacion
transcripcional de la RRG, cuyos componentes regulatorios mantienen sus interacciones no
lineales. La proposicion de una red genética regulatoria también nos permite conocer
mecanismos Utiles para proponer nuevas interacciones o regulaciones faltantes, ademés de
establecer jerarquias en los elementos de funcionalizacion y facilitar la propuesta de terapias
asociadas en fallas en la sefializacion.

La dindmica continua determinada por la l6gica difusa, ademas de ser mas realista
biolégicamente, nos ayuda a profundizar en la composicion de los patrones microambientales
que influyen en la diversidad de linfocitos, pues la dinamica de expresion génica no solo esta
regulada por la topologia de las interacciones de la red reguladora, sino también por los
tiempos de expresion relativa de sus componentes y el ritmo de transicion de un estado no
expresado a uno expresado o el rango de sensibilidad de las células a diversas citocinas, lo
que nos permite estudiar la evolucion temporal del sistema, asi como la exploracion del
paisaje epigenético a traves de la variacion de los parametros continuos. Una gran tasa de
decaimiento que equivaldria a un tiempo de expresion corto, seria equivalente a una mutacion
efectiva asociada a una falta de funcionalidad, lo contrario a una sobreexpresion de gen con
unatasa baja. Asimismo, el sistema también puede adquirir comportamientos muy diferentes
dependiendo del valor de la tasa de saturacion. De esta forma, la diferenciacion entre
diferentes fases ordenadas pueden ser inducidas por modificaciones de los parametros de
control, como son las concentraciones iniciales, las tasas de decaimiento y saturacion.

Se infiere a partir de los diferentes experimentos, que modificar los valores en los parametros
de ayp afecta directamente al nivel y al tiempo de expresion de los factores
transcripcionales. Generalmente el tiempo en que comienza la expresion aumenta cuando las
tasas de decaimiento de algun factor involucrado se aumentan y viceversa. Existe una
influencia notable del valor de la tasa de saturacion en la gradualidad y nivel de expresion,
pues el comportamiento en la dinamica fué variado con valores bajos y altos. De esta forma,
es posible, cambiando los valores en dichos parametros, inducir un estado, eficientizar una
respuesta aumentando su tiempo y nivel de expresion o acelerar la expresion de un elemento
de la red, ya sea un factor de transcripcion, una enzima, una molécula reguladora, etc. De
igual forma, la existencia de elementos antagonicos permite la inhibicion de respuesta, como
la presencia de interleucinas antiinflamatorias en reacciones proinflamatorias y viceversa.
Por otro lado, los efectos negativos de dichas tasas podrian ser contrarrestados con el aumento
en la concentracion inicial de citocinas promotoras del fenotipo. Concluyendo, el empleo de
redes reguladoras continuas basadas en la logica difusa podrian ser de basta e importante
utilidad en el estudio y comprension de los complejos mecanismos moleculares involucrados
en los procesos de homeostasis, proliferacion y diferenciacion celular implicados en diversas
enfermedades humanas.
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ANEXO

En la grafica 38a se estudio el efecto de la presencia de una interleucina proinflamatoria
(IL21), observandose que no existe alguna diferencia significativa en este caso sin IL21 y el
caso que si tiene IL21 (resultados) pero el resto de condiciones se conserva. Al reducir la
tasa de saturacion a la mitad, en el caso 38b, se observa como la funcion aumenta su
gradualidad.

En el caso 38c, se usd una concentracion regular (0.6) de citocinas inductoras de Th2 (IL2 e
IL4) y una citocina proinflamatoria (IL21), para poder comparar el efecto del aumento en la
tasa de decaimiento. Observandose que apenas y hubo un retraso leve en la expresion de
RORYT con la modificacion en el valor de a IL4. Al disminuir la tasa de saturacion en el
caso 38d el comportamiento es analogo al anterior.

m
—

™2

e

a'os
\;
»n

-
o

o
@

g
@
g
»

>

Expression level
°
>

Expression level
o
~N

e o

o
o
o
o

Kz )

3

»

o &
—

3

»

4
S

°
»
Expression level

Expression level

o
»

o
°

0 2 < 6 8 10 i 0 2 4 6 8 10
time time

FIGURA 38. Dinamica de expresion asociada al fenotipo Th2 para diferentes valores de los parametros de saturacion y

decaimiento, y de las concentraciones relativas de citocinas del microambiente: a) =20, IL2=0.6, IL4=0.6, o. IL2=1.5. b)

p=10, IL2=0.6, 1L4=0.6, a. IL2=1.5. ¢) =20, IL2=0.6, 1L4=0.6, IL21=0.6. d) =10, IL2=0.6, IL4=0.6, [L21=0.6.
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En las gréficas 39 ay b, se analizé la relacion del nivel de expresién con el valor en las tasas
de decaimiento, viéndose que no hay una diferencia notable entre estos casos con =20y 10
respectivamente, lo contrario que sucedio en los casos 36 ay b.

En las graficas 39 c y d se estudio el efecto de las concentraciones iniciales de citocinas
inductoras, observandose que existe una total expresion del factor transcripcional, a pesar de
que la tasa de decaimiento de TGFp es muy alta. Por otro lado, no es muy visible la diferencia
entre39cyd.
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FIGURA 39. Dinamica de expresion asociada al fenotipo Treg para diferentes valores de los parametros de saturacion y
decaimiento, y de las concentraciones relativas de citocinas del microambiente, a) $=20, IL2=0.6, TGFp=0.6, aIL2=0.5,
aTGFB=0.5. b) p=10, IL2=0.6, TGFB=0.6, aIL.2=0.5, a TGFB=0.5. ¢) =20, IL2=1, TGFB=1, a TGFB=1.6. d) =10, IL2=1,
TGFB=1, o TGFp=1.6.
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Reglas Booleanas para células T CD4+

TBET
IFNG
GATA3
IL2
IL4
RORGT
IL21
FOXP3
TGFB
IL10
L9
BCL6
IL12e
IFNGe
IL2e
IL4e
IL6e
IL21e
TGFBe
IL10e
IL27e

(IFNG | (IL12e & '1L.21 & '1L4 & '1L10) ) | TBET) & !IL4 & !|GATA3 & !IL.21 & 'BCL6
(IFNGe | (IFNG | TBET) & 'GATA3 & 'TGFB)) & 'I1L21 & 'l1L4 & 'IL10 & 'BCL6 & 'IL9
((IL2 & IL4) | IL4 | GATA3) & ITBET & ITGFB & !'IL21 & 'IFNG & !BCL6
(IL2e | (IL2 & 'FOXP3)) & 'IFNG & !'1L21 & (FOXP3 | !1L10)

(IL4e | (GATA3 & (IL2 | IL4) & 'TBET)) & 'IFNG & !lL21

IL21 & TGFB & !TBET & !FOXP3 & IGATA3 & 'IBCL6

(IL6e | IL21e | IL21 | RORGT | BCL6) & 'IFNG & 'IL4 & 'IL10 & 'IL2 & !IL9
IL2 & (TGFB | FOXP3) & !'1L21 & IRORGT & !lL4

(TGFBe | ((TGFB | FOXP3) & !'1L21))

(IL10e | (IL10 & (IFNG | IL21 | TGFB | GATA3 | I1L27¢)))

IL4 & ((IL10 & IL2) | TGFB) & !IFNG & !IL.21 & !FOXP3

(IL21 | IFNG) & 'TBET & 'IL2 & 'TGFB

IL12e

IFNGe

IL2e

IL4e

IL6e

IL21e

TGFBe

IL10e

IL27e
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